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Synthesen einiger Oxybetaine. 


I. Mitteilung. 
Synthese des £-Trimethyl-a-Lactobetains. 
Von 
Adolf Rollett. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Juni 1910.) 


Die eingehende Untersuchung der Extraktivstoffe der 
Muskeln und der Bestandteile des Harns mit neuen Methoden, 
wie sie insbesondere von Kutscher mit seinen Mitarbeitern, 
sowie von Gulewitsch und Krimberg ausgearbeitet worden 
sind, hat unsere Kenntnisse um eine ganze Anzahl bisher un- 
bekannter Basen bereichert. Die Konstitutionsermittelung dieser 
Basen, die allerdings nur bei einer geringen Zahl derselben als 
abgeschlossen betrachtet werden kann, hat ergeben, daB ein 
grofer Teil dieser neuaufgefundenen Korper zu den Betainen 
resp. Oxybetainen in naher Beziehung steht, und es hat sich 
naturgemaéf das Interesse jetzt den Korpern, die zur Gruppe 
der Betaine gehdren, in erhdhtem Mafe zugewandt. 

Leider reichen unsere chemischen Kenntnisse in dieser 
Gruppe nicht weit. Auer den dreiim Pflanzenreich aufgefundenen 
Betainen, dem schlechthin als «Betain» bezeichneten Anfangs- 
gliede, dem Trigonellin und dem Stachydrin,!) sind nicht allzu- 
viele Koérper dieser Klasse naher studiert. 

Von neueren synthetischen Versuchen ist insbesondere eine 
Arbeit von Willstiatter?) bemerkenswert, der u. a. das £-Tri- 





') Wegen einer erschipfenden Literaturzusammenstellung tiber die 
pflanzlichen Betaine kann ich auf eine jiingst in dieser Zeitschrift, Bd. LXVII, 
S. 46 (1910), erschienene Arbeit von Schulze und Trier verweisen. 

*) Willstatter, Berichte, Bd. XXXV, S. 584 (1902). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXVIII. I 











2 Adolf Rollett, 


methylpropio- und das y-Trimethylbutyrobetain studierte. Jedoch 
kann man ohne Ubertreibung sagen, daB selbst beim einfachsten 
Anfangsgliede dieser Klasse durchaus noch nicht samtliche Eigen- 
schaften mit der wiinschenswerten Exaktheit festgestellt sind. 

In erhdhtem Mafe gilt dies von den Oxybetainen: von 
diesen ist tiberhaupt kaum etwas bekannt, synthetische Ver- 
suche scheinen iiber diesen Gegenstand kaum gemacht worden 
zu sein. 

Zweifellos ist aber eine genauere chemische Kenntnis dieser 
Kérper durchaus erforderlich, wenn man mit Erfolg die Kon- 
stitution der naturlich vorkommenden Basen ermitteln will. 
Und wird doch gerade die am besten studierte von den neuent- 
deckten Fleischbasen, das Carnitin, von Krimberg!) und ebenso 
von Kutscher bezw. Engeland?) als Oxybetain — Trimethyl- 
oxybutyrobetain — aufgefaBt. AuBSerdem scheinen drei andere 
Basen, das Novain,*) das Reduktonovain*) und das Oblitin, 5) 
in engerer Beziehung zum Carnitin zu stehen. 

Aus diesen Griinden folgte ich gern einer freundlichen 
Anregung von Herrn Prof. Steudel und nahm die Synthese 
einiger Oxybetaine in Angriff. 

Das einfachste denkbare Glied dieser Reihe wire das 
«Oxybetain« (Formel II). 


I. Il. 
me — CH, — COOH east — ‘i 
OH OH OH 
Betain. Oxybetain. 


Da aber die Synthese dieses Kérpers kaum ohne sehr 
groBe Schwierigkeiten méglich ist, wurde beim nichst hdheren 
Homologen begonnen, bei dem der einfachsten bekannten Oxy- 
aminosiure, dem Isoserin, entsprechenden Betain (Formel IV). 


1) Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. LHI, S. 514 (1907). 

*) Engeland, Berichte, Bd. XLII, S. 2457 (1909). 

5) Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 47 (1906). 
Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 466 (1908), 

*) Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 457 (1907). 

®) Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 47 (1906). 
Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, 5. 417 (1908). 
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III. IV. 
CH, — CH -COOH (CH,),N — CH,-CH- COOH 
| | | 
NH, OH OH OH 
Isoserin. §-Trimethyl-a-lactobetain. 


Im Sinne der von Willstatter!) vorgeschlagenen und von 
anderen Autoren?) tbernommenen Nomenklatur wire dieser 
Korper als B-Trimethyl-a-lactobetain zu bezeichnen. 

Die Darstellung dieses Korpers gelingt ohne erhebliche 
Schwierigkeit. Bei den niichst hOheren Homologen jedoch, von 
denen die Synthese des y-Trimethyl-a- sowie B-Oxybutyrobetains 
(Formel V u. VI) in Angriff genommen worden ist, zeigte es 

¥. Vi. 
(CH,),N — CH, - CH, -CH - COOH (CH,;),N — CH, -CH- CH, - COOH 


| | 
OH OH OH UH. 


sich, das eine Reihe von Hindernissen die Synthese erschwert. 
Ich entschlofh mich daher, vorliufig die Synthese des §-Tri- 
methyl-a-lactobetains mitzuteilen, umsomehr, als bei diesem 
Korper manche interessante Einzelbeobachtung gemacht werden 
konnte. Ich hoffe jedoch in kurzer Zeit auch iiber die Dar- 
stellung des isomeren a-Trimethyl-f-lactobetains, sowie der 
beiden angefiihrten Oxybutyrobetaine berichten zu kénnen. 
Fernerhin liegt es im Plane der Untersuchung, durch 
Tierversuche der Frage niiher zu treten, ob es sich bei den 
tierischen Basen, wie es Pictet und Court’) bei den Pflanzen- 
basen annehmen, um blofe «Entgiftungsprodukte» von Amino- 
siuren handelt, oder ob diesen Produkten, und vielleicht auch 
deren synthetisch erhaltenen Isomeren und Homologen eine 
irgendwie geartete physiologische, eventuell auch pharmakolo- 


gische Bedeutung zukommt. 


Experimenteller Teil. 


Von den beiden altbekannten Wegen der Betaindarstellung 
— Einwirkung von Trimethylamin auf die halogensubstituierte 





') Willstatter, Berichte, Bd, XXXV, S. 585 (1902). 
2) Z. B. Engeland, Berichte, Bd. XLII, S. 2457 (1909). 
5) Pictet u. Court, Berichte, Bd. XL, S. 3771 (1907). 


1* 
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Siiure!) und Einwirkung von Jodmethyl auf die Aminosiure?) — 
erwies sich im vorliegenden Fall nur der letztere als beschreit- 
bar: Bei der Einwirkung von Trimethylamin auf die Chlor- 
milchsiiure findet schon bei gewohnlicher Temperatur weit- 
gehende Zersetzung statt, sodafi das gesuchte Betain auch bei 
in mancherlei Weise modifizierten Versuchsbedingungen auf 
diesem Wege nicht dargestellt werden konnte. 


B-Chlormilchsiéure und Trimethylamin. 


Die 6-Chlormilchsiure wurde nach Richter?) durch Oxy- 
dation von Epicnlorhydrin mit Salpeterséure dargestellt und 
zwar wurden die von Fischer und Leuchs?) angegebenen 
Versuchsbedingungen genau eingehalten. Das so gewonnene 
Rohprodukt wurde nach dem Abpressen auf Ton aus 2 Teilen 
eines Gemisches von 20°/o absoluten Alkohols und 80°/o Benzol 
umkrystallisiert. Wenn die Mutterlauge weiter eingeengt und 
mit noch mehr Benzol verdiinnt wird, so tiberschreitet der 
Verlust beim Umkrystallisieren nicht 20—25°/o, und die Aus- 
beute an reiner Chlormilchséure betragt ca. 40°/o des ange- 
wandten Epichlorhydrins. 

3,1 g der so dargestellten 8-Chlormilchsiiure wurden mit 
4,4 ¢ (1 Mol.) einer 33°/oigen Trimethylaminl6sung in absolutem 
Alkohol im Rohr 6 Stunden auf 100° erwiirmt. Beim Offnen 
war ein nicht unbetriichtlicher Druck im Rohr. Das Reaktions- 
produkt war schwach gelb gefiirbt, roch aldehydartig, enthielt 
viel durch Silbernitrat fillbares Chlor und reduzierte sehr stark 
ammoniakalische Silberldsung. Mit Platinchlorid entstand ein 
Niederschlag, der aber nach Schmelzpunkt und Platingehalt 
als reines Trimethylaminchloroplatinat sich erwies. 

Wenn auch kein quantitativer Versuch gemacht wurde, 
so scheint nach diesen Befunden das £-chlormilchsaure Tri- 
methylamin unter den angewandten Versuchsbedingungen recht 


') Liebreich, Berichte, Bd. I, S. 12 (1862). 

*) Griess, Berichte, Bd. VIII, S. 1406 (1876). 

*) Richter, Journ. f. prakt. Chem. [2], Bd. XX, S. 193 (1879). 

‘) EK. Fischer und H. Leuchs, Berichte, Bd. XXXV, S. 3794 (1902). 
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glatt in Kohlensiure, salzsaures Trimethylamin und Acetaldehyd 
zu zerfallen nach der Gleichung 
CH,Cl — CHOH - COON/(,), = CH, - CHO + CO, + N(CH,),° HCL. 

Dieser Befund, der in einem gewissen Gegensatz steht 
zur Bildung von Isoserin aus 8-Chlormilchsaéure, hat sein Ana- 
logon in dem von Reisse!) beobachteten Zerfall des 8-chlor- 
milchsauren Natriums beim Kc hen der wiisserigen Lésung 
in Metaldehyd, Kohlendioxyd und Chlornatrium. Auch die von 
Briihl?) beobachtete weitgehende Zersetzung der u-Chlorpropion- 
siureester unter dem Einflu{B von Triathylamin ist wohl prin- 
zipiell als Analogon zu betrachten, wenn diese Reaktion auch 
zu ganz anderen Endprodukten fiihrt. 

Wurde statt der freien Siiure der Methylester genommen, 
so war das Ergebnis kein besseres, ebensowenig, wenn die 
Reaktion bei Zimmertemperatur sich vollzog. 

Daher wurde dieser Weg verlassen, umsomehr, als sich 
inzwischen gezeigt hatte, dafi es auf andere Weise — durch 
Einwirkung von Jodmethy! auf Isoserin — ohne Schwierigkeit 
gelingt, zum gewunschten Korper zu kommen. 


Basisches Jodhydrat des 8-Trimethyl-a-lactobetains. 


a) Natriumsalz. 


2,1 g genau nach Fischer und Leuchs®) dargestellten 
Isoserins werden in 60 ccm einer 7,5°/oigen methylalkoholi- 
schen Natronlauge gelist, unter Wasserkiihlung 7,5 ccm Jod- 
methyl zugesetzt und iiber Nacht stehen lassen. Obgleich die 
Reaktion meist noch alkalisch ist, haben sich reichliche Kry- 
stalle abgeschieden, die, aus 200 ecm 96°/oigem Athylalkohol um- 
krystallisiert, in zentimeterlangen diinnen glanzenden Nadeln 
krystallisieren; sie enthalten Natrium, fiarben sich im Exsikkator 
unter Jodabscheidung gelb und schmelzen bei 203—206°. Die 
Ausbeute, die 2,5 g betrigt, vermehrt sich beim Eindampfen 
der methylalkoholischen Mutterlauge und Umkrystallisieren des 








') Reisse, Annalen, Bd. CCLYVII, S. 337 (1890). 
2) Brithl, Berichte, Bd. IX, S. 35 (1876). 
$3) loc. cit. 
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Riickstandes aus 96°/oigem Athylalkohol um weitere 1,6 g, und 
betrigt demnach uber 90°/o. 

Die Krystalle sind in Wasser mit neutraler Reaktion leicht 
léslich, auch in Methylalkohol ziemlich leicht, schwerer in Athyl- 
alkohol. Die Analyse befindet sich weiter unten. 


b) Freies Jodhydrat. 

5,6 g des eben beschriebenen Natriumsalzes wurden aus 
100 ecm 96°/oigem Athylalkohol umkrystallisiert, dem 13 ccm 
einer normalen alkoholischen Lésung von Jodwasserstoff zuge- 
fiigt werden. (Dies entspricht zirka einem Mol.; ein geringer, 
1/2 Mol. nicht tibersteigender Uberschu8 schadet nicht.) 

Es wurden 4,5 g Krystalle erhalten, die nochmals aus 
96°/oigem Alkohol umkrystallisiert derbe glasglanzende Prismen 
bilden, die natriumfrei sind und bei 198—200° schmelzen. Aus 
Methylalkohol werden die Krystalle mehrere Millimeter lang 
und sind zu charakteristischen Drusen vereint. Die Substanz lést 
sich in ca. 60—70 Teilen 96°/oigen Athylalkohols und ist in 
Methylalkohol leichter, in Wasser sehr leicht léslich; die was- 
serige LoOsung reagiert sauer. 

Analyse des Natriumsalzes. 
0,2105 g Substanz gaben 0,0344 g Na,SO,, 





0,1998 » > >»  0,1070 > AgJ. 
Berechnet C,,H,,O,N,NaJ = 444,15: Gefunden: 
5,19 %o Na, 5,30°%o Na, 
28,60 °/o J. 28,93 °/o J. 


Analyse des freien Jodhydrates. 
J. 0,1967 g Substanz gaben 0,1103 g AgJ, 


II. 0,1866 » > >» 0,1034 >» » 
0,1900 » > >» 11,4 g N bei 14° und 753 mn, 
0,1542 » : >»  0,0840 g H,O und 0,1960 g CQ,. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,J = 422,16: Gefunden: 
J 30,09 °/o, I. 30,28 °o, II. 29,93 °/o, 
N 6,64 °/o, 7,03 °/o, 
C 34,13 %o, 34,66 Jo, 
H_ 6,45 %o, 6,09 °/o. 


Diese Analysen beweisen mit Sicherheit, daB die Methylie- 
rung mit Jodmethyl auch in diesem Fall zum gesuchten Tri- 
methylaminoderivat fiihrt; und zwar entsteht auch hier, wie 
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meistens, ein basisches Jodhydrat. Ahnliche Salze hat u. a. 
Hofmann!) vom Triathylbetain und Briihl*?) vom a-Trimethyl- 
propiobetain dargestellt. Turnau’) hat die entsprechenden 
Salze bei den Methylbetainen der Picolin- und Nikotinséure 
ausfihrlich studiert. 

Unserem Salz wird man wohl die nachstehende Konsti- 
tutionsformel zuzuschreiben haben: 


(CH,),N - CH, -CH- CO-O-N- (CH,),- CH, -CH+ CO: OH 
| | | 
J OH OH 


= C,,H,,0,N,J = 422,16. 

Nach der Willstatterschen*) Nomenklatur ist es als ba- 

sisches Jodhydrat des 8-Trimethyl-a-lactobetains zu bezeichnen. 

Von besonderem Interesse ist im vorliegenden Fall das 

schwerlésliche wohlkrystallisierte Natriumsalz, durch dessen 

Existenz die Reindarstellung unseres Betains wesentlich er- 
leichtert wird. 


Basisches Chlorhydrat des £-Trimethyl-a-lacto- 
betains. 


1 g des basischen Jodhydrats wird in 10 ccm Wasser 
gelést, durch Chlorsilber vom Jod befreit und das Filtrat im 
Vakuum verdunstet. Der feste Riickstand krystallisiert aus 
96°/oigem Alkohol in feinen Nadeln vom Schmelzpunkt 200°. 

Analyse: 
0,1567 g Substanz gaben 0,0652 g AgCl = 10,28°/o Cl. 
Berechnet fiir (CH,),N - CH, - CH- CO-O-N-(CH,), - CH, - CH - COOH 
| | 
Cl OH OH 
= (,,H,,0,N,Cl = 330,75 : 10,72%o Cl. 


Normales Jodhydrat des £-Trimethyl-a-lactobetains. 


Turnau®) erwahnt, dafi das Picolinséure-Methylbetain 
nur ein basisches Jodhydrat liefert, waihrend das Chlorhydrat 
leicht auch der normalen Zusammensetzung zu erhalten ist. 





1) Hofmann, Journ. f. prakt. Chem. 1, Bd. LXXXVII, S. 218 (1862). 
2) Briihl, Berichte, Bd. IX, S. 40 (1876). 

3) Turnau, Monatshefte f. Chemie, Bd. XXVI, S. 537 (1905), 

*, R. Willstatter, Berichte, Bd. XXXV, S. 584 (1902). 

5) loc. cit. 
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Es war daher von Interesse, zu untersuchen, ob in unserem 
Fall nicht neben dem «basischen» auch das «normale» Jodhydrat 
existenzfihig ist. 

1,1 g basisches Jodhydrat wurde in 70 ccm heifbem 
96°/oigem Alkohol gelést und 7,5 ccm normaler alkoholischer 
Jodwasserstofflésung zugesetzt. In der Lésung war demnach 
doppelt soviel HJ vorhanden, als zur Bildung des «neutralen» 
Salzes nétig wire. Beim Abkihlen entstand kein Niederschlag. 
Die Lésung wurde auf ein kleines Volumen eingedampft und 
mit Ather gefillt. Es fiel ein bald krystallisierender Sirup, 
der auf Ton abgepreft unscharf bei 78—80° schmolz. 

Analyse: 
0,1420 g Substanz gaben 0,1220 g AgJ. 
Berechnet (CH,),N - CH, -CHOH - COOH = C,H,,NO,J = 261. Gefunden: 
46,18%o J. 46,45 °/o J. . 

Bei einem Versuch, die Substanz durch Umkrystallisieren 
aus Alkohol weiter zu reinigen, schied sich beim Abkiihlen nur 
«basisches» Jodhydrat ab. Aus der Mutterlauge konnte durch 
Fiillen mit Ather noch etwas <normales» Jodhydrat erhalten 
werden. Ebenso wird beim Versetzen der heiSen alkoholischen 
Ldsung des «basischen» Jodhydrats mit der berechneten Menge 
Jodwasserstoff — auf 1,1 g Salz 2,5 ecm der ®/1-Lésung — 
ein Teil — ca. die Halfte — des «<basischen» Jodhydrats 
zuriickerhalten, wihrend aus dem Filtrat das «normale», aller- 
dings mit etwas «basischem» verunreinigt, durch Ather gefillt 
werden kann. 


Normales Chlorhydrat des 8-Trimethyl-a-lactobetains. 


Das «<basische» oder «neutrale» Jodhydrat wird in wasse- 
riger Losung mit frisch gefiilltem Silberoxyd und tiberschiissiger 
Salzsiiure behandelt — diese Arbeitsweise ist etwas bequemer, 
als die Verwendung von AgCl —, das Filtrat wird eingedampft 
und der Riickstand aus wenig Alkohol unter Zusatz von etwas 
Ather umkrystallisiert. Es wurden feine Krystalle vom Schmelz- 
punkt 155—158° erhalten. 
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Analyse: 
0,1083 g Substanz gaben 0,0837 g AgCl. 
Berechnet C,H,,NO,Cl == 183,56: Gefunden: 
19,32 %o Cl. 19,11 °% o Cl. 


Das so bereitete Chlorhydrat hat also ebenso wie das 


Turnausche Priiparat die normale Zusammensetzung 
(CH,),N — CH, - CH - COOH 
| : 


| 
C] OH 


Chloroplatinat. 


Das Chloroplatinat wird aus dem Chlorhydrat in alkoho- 
lischer Lésung dargestellt und aus 5 Teilen 50°/oigen Athyl- 
alkohols umkrystallisiert. Es krystallisiert in fast kugelfOrmigen 
Krystallgebilden, die in Wasser leicht, in Alkohol sehr schwer 
loslich sind. 


Analyse. 


0,1586 g Substanz gaben 0,0438 g Pt. 


Berechnet 
((CH,)s ° * - CH, - CHOH - CO - OH], PtCl, = C,,H,,N,O,PtCl, = 703,8: 
Cl 27.70 %'o Pt. 
Gefunden: 27,62 °o Pt. 


Freies 6-Trimethyl-a-lactobetain. 


1 g des basischen Jodhydrats wird in wenig Wasser ge- 
lost durch frisch gefiilltes Silberoxyd vom Halogen befreit, aus 
dem Filtrat durch Schwefelwasserstoff geringe Mengen von in 
Lésung gegangenem Silber entfernt und hierauf das Wasser 
im Vakuum unter 6fterem Alkoholzusatz verdampft. Es hinter- 
bleibt ein Riickstand, der sich aus absolutem Alkohol um- 
krystallisieren laft. Es werden hierbei sehr stark hygroskopische 
Krystalle erhalten; sie besitzen siifen Geschmack, zerfliefen 
an der Luft in kurzer Zeit und lésen sich duBerst leicht in 
Wasser, schwerer in Alkohol, nicht in Ather. Die wiisserige 
Lésung reagiert neutral. Die Substanz schmilzt bei ca. 203° 
unter Zersetzung. Zur Analyse wurden die Krystalle bei 111° 
im Vakuum getrocknet. 
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Analyse: 
0.2143 g Substanz gaben 0,1715 g H,O und 0,3863 g CQ,, 
0,2203 g Substanz gaben 19,5 cem N bei 18,5° und 751 mm (iiber 33°/o KOH). 


Berechnet: (CH,),: N-CH,-CH+ COOH (CH,), *N - CH, - o -CO 
| _ 





OH OH | OH | 
Sai 
= C,Hi30,N = 165,16. Gef. = C,H,,0,N = 147,14. 
C 43,58 °/o 49,16 °/o 48,94 0, 
H 9,18 °/o 8,95 °/o 8,90 Jo, 
N 8,72 °/o 10,11 °jo 9,79 %o. 


In der freien Base, wenigstens in der bei 111° ge- 
trockneten Substanz, ist demnach ohne Zweifel der typische 
Betainring vorhanden, der ja in den Salzen offen gedacht 


werden muf. 


Chloroplatinat des B-Trimethyl-a-lactobetain- 
ithylesters. 


Das oben beschriebene basische Chlorhydrat wird durch 
zweistiindiges Kochen mit alkoholischer Salzsaéure verestert. 
Der Alkohol und die Salzsiure werden im Vakuum abdestilliert, 
der hinterbleibende Sirup in Alkohol gelést und mit Platin- 
chlorid gefallt. Das Chloroplatinat krystallisiert aus wasserigem 
Alkohol in sehr charakteristischen hexagonalen Drusen vom 


Zersetzungspunkt 235°. 





Analyse: 


0,1881 g Substanz gaben 0,0482 g Pt, 

0,2059 g Substanz gaben 0,0896 g H,O und 0,1890 g CO,. 
Ber. [(CH,),:N-CH,-CH-CO-OC,H,],PtCl, 25,65 °/o Pt, Gef. 25,63 %/o Pt, 
25,26 0o/, C, 25,03 %/o C, 
4,78 °jo H, 4,86 °%/o H. 
Dieser Ester bildet sich auferst leicht. Wenn man z. B. nach 
der u. a. von Engeland?’) geiibten Arbeitsweise die Methylierung 
des Isoserins in wisserig-alkoholischer Losung ausfihrt und 
dann die anorganischen Salze durch wiederholtes Aufnehmen 


in Alkohol und Abdampfen desselben bei salzsaurer Reaktion 


') Engeland, Berichte, Bd. XLII, S. 2964 (1909). 
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entfernt, erhiilt man bereits statt des Betains dessen Athyl- 
ester. Dieses Verhalten erinnert an das des Carnitins, das 
sich nach Krimberg!) und ebenso nach Engeland?) sehr 
leicht in den Athylester verwandelt, der ja nach Krimberg?!) 
mit dem Kutscherschen®) Oblitin identisch sein soll. 





1) Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 417 (1908), Berichte, 
Bd. XLII, S. 3878 (1909). 

*) Engeland, Berichte, Bd. XLII, S. 2457 (1909). 

°) Kutscher, Zeitschrift f. Unters. d. Nahrungs- und Genufmittel, 
Bd. X, S. 534 (1906). 














Zur Frage iiber die Identitat des Pepsins und Chymosins.') 


Von 
W. Sawitsch. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Kaiserlich Militarmedizinischen Akademie 
in St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1910.) 


Die milchkoagulierenden Eigenschaften der Infusionen aus 
Kalbsmagen unterscheiden sich so sehr von den Eigenschaften 
der Infusionen aus den Miigen anderer Tiere, dai Bang?) ge- 
niigenden Grund fand, nur das Ferment des Kalbsmagens als 
echtes Chymosin von den anderen milchkoagulierenden Fer- 
menten zu unterscheiden. Der wichtigste unterscheidende Zug 
des Chymosins von anderen koagulierenden Fermenten besteht 
darin, daf die Wirkung des Chymosins streng dem Labgesetz 
unterworfen ist, diejenige der anderen Fermente aber nicht; 
die Wirkung des Chymosins wird weniger durch CaCl, be- 
schleunigt, als die anderer Fermente; das Chymosin ist wider- 
standsfiihiger in seinem Verhalten den Alkalien gegeniiber. 
Zwischen der proteolytischen und milchkoagulierenden Wirkung 
der Infusionen aus Kalbsmagen einerseits und derjenigen, die aus 
den Miigen anderer Tiere gewonnen wird, anderseits wird kein 
Parallelismus wahrgenommen. Hinsichtlich der vergleichenden 
Untersuchung beider Wirkungen von Fermenten verschiedener 
Tiere finden sich interessante Angaben bei Hammarsten.*) So 
hat z. B. dieser Autor beide Wirkungen von Infusionen aus 
Kalbsmagen einerseits und von solchen aus den Magen von 


‘) Vorgetragen in der Gesellschaft russischer Arzte in St. Peters- 
burg am 5./18. November 1909, 

*) J. Bang, Pfliigers Archiv, Bd. LXXIX. 

‘) Hammarsten, Diese Zeitschrift. Bd. LVI. 
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Pferden, Hiihnern und Hechten anderseits verglichen. Es finden 
sich dabei scharf auseinandergehende Resultate. So koagulierte 
die Pferdemageninfusion Milch in 55—60‘; die auf !/10 ver- 
diinnte Kalbsmageninfusion labte in rund 2‘. Erstere verdaute 
4.9m nach Mett, die zweite nur 1,0. Die Hiihnermagenin- 
fusionen koagulierten fast gar nicht; die Hechtmageninfusionen 
verloren sehr bald ihre proteolytische Wirkung. Es erhebt 
sich nun die Frage, woher ein solches scharfes Auseinander- 
gehen der beiden Wirkungen kommen kann. 

Es lassen sich verschiedene Erkliirungen fiir diese Tat- 
sache geben. 

Es scheint, als ob sie sich am einfachsten vom Stand- 
punkte der dualistischen Theorie aus erklaren liefe: das Pepsin 
und das Labferment findet sich bei den verschiedenen Tieren 
in verschiedenen Quantitiéiten vor, bei den einen mehr Pepsin, 
bei den anderen mehr Labferment. Die Sache hat sich jedoch 
als komplizierter erwiesen, weil das Labferment bei den ver- 
schiedenen Tieren auch verschiedene Ejigenschaften besitzt 
(Bang); auch beziiglich der Pepsine finden sich Hinweise auf 
deren Verschiedenheit bei den verschiedenen Tieren. Folglich 
kann man das Fehlen eines Parallelismus zwischen den beiden 
Wirkungen bei verschiedenen Tieren nicht nur durch die ver- 
schiedenen Mengen von Pepsin und Labferment erkliiren. Da 
sich in den Magenwiinden Substanzen befinden, welche die 
Koagulation beschleunigen (Stimuline!)), und Substanzen, welche 
die Verdauung verzégern (Antipepsine?)), so kénnte das Fehlen 
eines Parallelismus zwischen den beiden Wirkungen bei den 
verschiedenen Tieren von der verschieden grofen Menge dieser 
Substanzen bei den verschiedenen Tieren abhiingen. Darum 
erschien es wiinschenswert, das Ferment in reinerer Form, 
ohne diese Substanzen, zu erhalten. Es ist jedoch bekannt, dah 
in den Saften diese Substanzen gar nicht, oder fast gar nicht 
vorhanden sind; deshalb beschlossen wir, den Kalbssaft durch 
eine einfache permanente Magenfistel zu entnehmen. Zwecks 





') Schapiroff, Russ. Dissertation, 1896, 
*) Gensel, Russ. Dissertation, 1903. 
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Gewinnung des Saftes spiilten wir den Labmagen des Kalbes 
durch die Fistel aus, darauf fiihrten wir Liebigschen Extrakt 
auf 15—20 Minuten ein, dann lieBen wir ihn ausfliefen, spiilten 
den Magen mit Wasser aus und sammelten den Saft, der noch 
eine Zeit lang secerniert wurde. Wir erhielten Safte mit einem 
allgemeinen Siuregehalt von 1,7—1,5 pro mille. 

Die auf diese Weise erhaltenen Safte unterschieden sich 
wenig von den Infusionen: im Vergleich mit dem Hundesaft 
koagulierte der Kalbssaft besser und verdaute schlechter. Das 
Labgesetz traf sowohl bei den Siften als auch bei den Infu- 
slonen zu. 

Bei der Untersuchung der Verdauungskraft fiel die starke 
Empfindlichkeit des Kalbssaftes zu Séuren in die Augen. 

So wurde der Kalbssaft 2mal mit verschiedener Sdure 
verdiinnt und bei 38° auf 18 Stunden zur Verdauung gestellt, 
wobei eine Portion mit groBem Sauregehalt zur Kontrolle kalt 
gestellt wurde. Am andern Tage wurden alle Portionen neu- 
tralisiert und zur Koagulation genommen (10,0 Milch +- 1,0 
CaCl, 10°/c + 0,2 Saft); hierauf wurden die neutralisierten 
Sifte mit Saure verdiinnt (auf 0,7 Saft 1,0 HCl 0,1°%/o) und 
nochmals mit Serumstibchen zur Verdauung gestellt. 














Siiuregehalt der Mischung| Nach Mett | Koagulations- | Sekundare 
%0 %o zeit | Verdauung 

0,45 06 | 48 | 14 

0,25 1,5 hy | 5 

0,06 2,5 2/10” 3,1 

0,45 (Kontrolle) — 1’ 50" | 3,4 








Es erweist sich, dafi sogar ein geringer Sauregehalt wie 
0,25 eine bedeutende Verminderung des Fermentes hervorruft. 
Auber der Zerst6rung wird auch noch eine Hemmung der Ver- 
dauung bemerkt. So war dieselbe bei einem Sauregehalt von 
0,45°/o im Vergleich mit 0,06°/o 4mal geringer, dagegen nach 
Ausgleichung des Siuregehaltes nur 2mal geringer. Bei nie- 
drigem Séuregehalt (0,06°/o) war die Verdauung am hdchsten, 
wiihrend sich beim Hunde ein ganz anderes Optimum des 
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Sauregehalts ergab. So fiihrt Tichomirow') folgende Ver- 
dauungstabelle fiir die Zeit von 20!/2 Stunden an: | 


Sduregehalt (°/o HCl) nach Mett 
0,6 2,05 
0,5 2,38 
0.4 2,66 
0,3 3,05 
0,2 3,49 
0,1 3,46 
0,08 3,3 


Ein ahnliches, aber weniger empfindliches Verhalten des 
Pepsins der Siiure gegentiber konnten wir auch beim Magen- 
saft, der aus einem isolierten Labmagen eines Ziegenbocks er- 
halten war, bemerken. 

Es wurden Safte von Hunden und von einem Ziegen- 
bock aus isolierten Migen entnommen. Zur Koagulation nahm 
man 10,0 Milch, 0,2 Saftmischung und eine verschiedene Quan- 
titiit von CaCl, 10°/o. Darnach wurden die Mischungen, welche 
ihrem Fermentgehalt nach dquivalent waren, 2mal mit Siure 
von verschiedener Konzentration verditinnt und auf 18 Stunden 
zur Verdauung gestellt. 











Menge des hinzu- Verdauung bei einem 
gefiigten CaCl, 10°/o Saiuregehalt 
in ccm von 





0,35 0,2 


or 


| | 
1,0 | 0,16 %o | 0,25 %Jo | 0,58 %o 





Saft des Ziegenbocks.] 85” | 90% | 120” | 43 | 37 | 15 
> >» Hundes. ..}| 95” | 90” 110” 4,4 | 4,0 | 3,2 











Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB man bei den Siften 
des Hundes und des Ziegenbocks auch eine vollkommene Pro- 
portionalitaét beider Wirkungen erhalten kann, wenn man den 
entsprechenden Sduregehalt (ungefihr 0,16°/o) nimmt, sowie 
auch eine scharfe Abweichung, wenn man eine stirkere Kon- 
zentration nimmt. Es ist interessant zu bemerken, daf auch 





') Vortrag am 26./I. 1906 in der Gesellschaft russischer Arzte in 
St. Petersburg. 
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friiher das Kalbslab fiir weniger widerstandsfahig der Saure 
gegeniiber gehalten wurde, als das Ferment des Schweine- 
magens (Bang). 

Bei Anerkennung der Identitaét des Chymosins und Pepsins 
konnten wir auch kein anderes Resultat erwarten. 

Auf diese Weise kann man nach dem Fehlen der Ver- 
dauung bei irgend einem Séuregehalt noch kein Urteil tiber 
den Fermentgehalt abgeben. Schon bei 0,25°/o wird das Pepsin 
des Kalbes stark zerstirt. Bei verschiedenen Bearbeitungen des 
Pepsins kann dessen Empfindlichkeit der Saure gegeniiber nicht 
ohne Verénderung bleiben. In dieser Beziehung kann man auf 
die Versuche Schrumpfs') hinweisen. Dieser Autor bearbeitete 
den dialysierten Preimagensaft des Schweines mit Cholestearin 
und erhielt ein Pepsinpraiparat ohne Eiweifi (negative Biuret- 
Reaktion). Ferner bemerkte der Autor eine leichte Zerstér- 
barkeit dieses Pepsinpriiparats. 

Also kann das Ferment nach Behandlung mit dem- 
selben Siiuregehalt, durch welchen es friiher tiberhaupt nicht, 
oder nur sehr unbedeutend zerstért wurde, jetzt leicht zer- 
stort werden. Auf diese Weise gibt die Probe mit einem 
nicht passenden Siiuregehalt nicht richtige Resultate. 

Wir gehen jetzt zur Betrachtung der Koagulationsfihig- 
keit tiber. 

Vor allem fiillt die ungleichmibige Befolgung des Lab- 
gesetzes ins Auge, was auch Bang wahrgenommen hat. Wah- 
rend das Kalbslab ein vollkommen regelmibiges Labgesetz bei 
Thermostatentemperatur ergibt, bleibt der Hundesaft dagegen be- 
deutend zuriick, und das Huhnlab (Hammarsten, 5. 46) koa- 
gulierte fast gar nicht. Schon dies allein zeigt, daf auch der 
Koagulation nach die Fermentlésungen der verschiedenen Tier? 
nicht identisch sind. 

Die RegelmiiBigkeit des Koagulationsgesetzes hiangt in 
sehr hohem Grade von der Temperatur ab, bei welcher die 
Koagulation stattfindet. Gerber?) hat gezeigt, dab die Losungen 
kiiuflichen Pepsins (gew6hnlich vom Schwein) tiberhaupt kein 

| 1) Beitrige zur chemischen Physiologie und Pathologie, Bd. VI. 

*) Compt. rend. de la Soc. de Biologie, Bd. LXIII. 
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regelrechtes Labgesetz bei 37° ergeben, wohl aber bei 25—30°. 
Hinsichtlich des Hundesaftes gelang es mir, dasselbe zu zeigen; 
auBerdem hdrte auch das Kalbslab bei Erhéhung der Tempe- 
ratur auf, dem Labgesetz zu folgen. Zum Versuch wurden je 
10 cem Milch und je 1,0 ccm neutrale Fermentlosung genommen, 
letztere wurde in regelrechter Reihe 2, 4, 8 usw. mal verdiinnt. 














Relative Quantitiil Ferment des Hundes Kalbslab 
des Ferments bei 29° bei 37° bei 39° bei 47° 
1 6/50” 8 90’ 4/35" | 8° 56“ 
"lg 12° 10/ 20” 9! 9 10” 
t/4 26/ 44)! 18’ 30” oF 
y koagulierte pe koagulierte 
1/3 D2’ nichts 40’ 20 nichts 
nach 3 Stunden | nach 3 Stunden 

1/16 — -- 81’ | a 














Also léBt sich das Labgesetz auf die Fermente verschie- 
dener Tiere anwenden, nur die Temperatur ist sehr schwankend: 
bei den einen Tieren vollzieht es sich bei hoherer, bei den 
anderen bei niedrigerer Temperatur. Dieser Umstand ist auber- 
ordentlich wichtig. Schenkt man ihm keine Beachtung, so ist 
es leicht méglich, dali man das Labferment nicht findet, wo 
es ist, und man auf diese Weise gleichsam das Pepsin vom 
Labferment leicht trennt. 

van Dam!) kam zu demselben Schlusse: «Beim ge- 
reinigten Schweinenzym ist die bei Bruttemperatur gefundene 
Gerinnungszeit kein Maf fiir das koagulierende Enzym». 

Jetzt erhebt sich nun die Frage, woher kommt dieses 
Verhalten des Labgesetzes zur Temperatur? Eine vorherige 
Erwarmung des Labferments in neutralem Medium bis zu 47° im 
Verlauf von 1—2 Stunden beeinfluf{t in keiner Weise die Regel- 
mibigkeit des Gesetzes. Mir scheint die Lésung in folgenden 
Worten Hendersons”) zu suchen zu sein: «... bei 38° jede 
miBig verdiinnte Loésung von Kohlensaéure und Natriumbicar- 
bonat eine ungefiihr 3, 4mal so grofe Alkalinitét hat, als bei 





') Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 324. 
*) Ergebnisse der Physiologie, Bd. VIII, S. 299 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII - 
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18°, und bei 43° eine 4,3 so grofe Hydroxylionisation, als 
bei 18°» und ferner: «Jede Losung, welche Natriumbicarbonat 
und Kohlensiure enthalt, muf, nach diesen Schliissen, alka- 
lischer werden, wenn die Temperatur steigt» (S. 300). 

Darum ist die Reaktion der Milch keine konstante GroBe, 
sondern sie veriindert sich mit den Temperaturschwankungen. 
Da nun die Fermente der verschiedenen Tiere den Alkalien 
gegeniiber nicht gleichmabig empfindlich sind, so tritt bei ihnen 
das Labgesetz auch unter verschiedener Temperatur auf. Bei 
hdherer Temperatur beginnt die schadliche Wirkung der freien 
OH-Ionen auf das Ferment; infolgedessen ergibt sich auch eine 
Verzogerung der Koagulation, und dies umsomehr, je schwiacher 
die Lésungen genommen werden. Auf diese Weise dient die 
Temperatur, bei der das Labgesetz auftritt, als Indikator der 
Empfindlichkeit des Ferments den Alkalien gegentiber. Fiigt 
man zu der Milch Alkalien hinzu, so kann man bei derjenigen 
Temperatur, bei der ohne diese Hinzufiigung das Labgesetz 
auftritt, kein regelrechtes Labgesetz erhalten. 

In einem Versuch bei 38° wurde die Milch durch ein 
Ferment mit Hinzufiigung von 4/10-normaler Natronlésung koa- 
guliert. In der Reihe der Kontrollportionen (ohne Natron) wurden 
zur Koagulation je 0,3 Fermentlésung (aus Kalbsmagen) ge- 
nommen, welche nacheinander 2, 4, 8 usw. mal verdiinnt wurde. 
Bei Hinzufiigung des Natrons zur Milch nahmen wir zur Koa- 
gulation schon je 1 ccm von derselben Fermentlosung, welche 
ebenfalls 2, 4, 8 usw. mal verdiinnt wurde. 








| 














Relative Quantitét | Ohne Natron | Mit 0,75 NaOH | Mit 1,0 NaOH 
des Fermentes | 
1 2/ 20” 2/15” 3/2 
1 2 4/ anf? 4/ 45" 12’ 
4 9/45” 12’ 47’ 
1}. 19” 52! koagulierte nicht 
| | nach 4 Stunden 
116 39/ 150’ a 
'/s9 | 85/ koagulierte nicht — 
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Wir gehen jetzt zu dem Verfahren Hammarstens fiir 
die Trennung des Pepsins vom Chymosin iiber. Eine saure 
Kalbsmageninfusion wird in den Thermostaten gestellt; nach 
einiger Zeit erhilt man eine Lésung, die gar nicht oder fast 
gar nicht koaguliert, aber ziemlich gut verdaut. Das Wesen 
des Versuchs von Schmidt-Nielsen?) ist dasselbe, nur be- 
schrinkt sich der letztgenannte Autor auf das bedeutende Sinken 
der Koagulationsfiahigkeit. Auf diese Weise erhielt man solche 
Fermentlosungen, welche sehr schlecht koagulierten und ganz 
gut verdauten. Es schien also gelungen zu sein, das Pepsin 
vom Chymosin zu trennen. Man kénnte aber diese Erscheinung 
auch dadurch erklaren, dafi sich die Fermentlésung infolge des 
Stehens im Thermostaten verdndert und da$ infolge davon 
die Neutralisation stark auf das Ferment einzuwirken beginnt, 
was friiher nicht der Fall war. Gegen diese von Gewin?) 
und von mir?) ausgesprochene Annahme wendet sich Ham- 
marsten (Seite 64), der ein ebensolches Resultat erzielte, aber 
ohne Neutralisation der im Thermostaten gestandenen sauren 
Lésungen, sondern nur durch Verminderung des Siuregehalts 
durch 3—6malige Verdiinnung mit Wasser. 

Wirklich geht aus diesen Versuchen klar hervor, dafi das 
Wesen des Verschwindens der Labwirkung tiberhaupt nicht 
von der Neutralisation abhiangt, obwohl letztere den Effekt 
bedeutend vermehrt. Anderseits ist hiermit jedoch durchaus 
noch nicht gesagt, daBi die Eigenschaften des Labferments die 
friiheren geblieben sind. 

Aus dem Umstande, dai die im Thermostaten gestandenen 
Fermentlésungen aufhorten, bei derjenigen Temperatur zu koa- 
gulieren, bei welcher die Koagulation durch die Kontrollésungen 
sogar in schwicheren Konzentrationen, nach der Verdauung 
zu urteilen, gut vor sich ging, kénnte man den Schluf ziehen, 
dafB das Ferment den Alkalien gegentiber empfindlicher ge- 
worden sei. Hierdurch liefe sich einerseits auch der Einflub 
der Neutralisation gut erklaren und anderseits auch der Um- 





!) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII. 
?) Diese Zeitschrift, Bd. LIV. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. LV. 
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stand, dafi nach Verdiinnung einer solchen LOsung mit Wasser 
die Koagulationsfiahigkeit verschwindet, vollkommen analog dem 
Hunde- und Schweineferment, mit welchen schon bei geringen 
Verdiinnungen die Koagulation bei 38° stark verzogert wird, 
oder sogar ganz aufhort. Ist diese Annahme richtig, so miissen 
beim Stehen im Thermostaten 2 Prozesse vor sich gehen: der 
eine — das Verschwinden des Ferments, der andere — die 
Veriinderung seiner Eigenschaften. Um nach Moglichkeit den 
ersten ProzeB zu beschriinken, nahmen wir Infusionen aus 
Kalbsmiigen von einem Siuregehalt nicht tiber 0,1°/o HCl. Den 
einen Teil (Kontrolle) stellten wir in die Kalte, den anderen 
in den Thermostaten bei 38°. Nach dtagigem Stehen der letzten 
Portion im Thermostaten ist die Hialfte von ihr abgegossen 
und in die Kilte gestellt worden; nach 10 Tagen sind alle 
Portionen neutralisiert worden: sowohl die Kontrollportion als 
auch die zwei Portionen, welche im Thermostaten 5 und 10 Tage 
gestanden haben. Die Kontrollportion wurde dabei 12 mal ver- 
diinnt. Zur Koagulation nahm man je 1,0 von verschiedener 
Verdiinnung auf 10,0 Milch bei 38°. 








: | Nach | Nach 
Relative 
| Kontrolle | S5tagigem Stehen | 10tagigem Stel 
' rLontrolle otagigem Stehen | lagigem Stehen 
‘erme ne e . } . ’ 
aii ie im Thermostaten | im Thermostaten 
| nr 
I ‘ie 4/4 8’ 
Vg 14'/2 10’ 25/ 
, ' 
a | 2912 39’ 60‘ 
tg | 61’ 140’ 170’ 
1, 130" koagulierte nicht | koagulierte nicht 
6 . ~ ’ - 
nach 5 Stunden nach 5 Stunden 








Hieraus wird also vollkommen klar, daf wir es nicht nur 
mit einem Verschwinden des Chymosins zu tun haben, sondern 
auch mit einer Veriinderung seiner Eigenschaften. Das Lab- 
gesetz konnte bei 38° bei den gleichen Fermentkonzentrationen 
nicht mehr erhalten werden. Wenn sich die Zerstérung des 
Ferments ungefiihr um 16mal vergréferte, so wiirde bei den 
gewOhnlichen Proben tiberhaupt keine Koagulation vorhanden 
sein, da die um 16mal verdiinnte Loésung keine Koagulation 
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ergab. Kann man aber von einem Verschwinden des Chy- 
mosins reden bei einer 16maligen Verdiinnung? Man mub 
auf diese Weise anerkennen, dai durch das Stehen der sauren 
Losungen im Thermostaten das Ferment den Alkalien gegeniiber 
empfindlicher wird. Darum muf die Meinung van Dams als 
vollkommen richtig anerkannt werden: «dai die Erwiarmung 
das Enzym empfindlicher macht gegen die Wirkung der OH-lonen 
der Milch». 

Also hat das Kalbslabferment durch das Stehen bei 38° 
eine jener Eigenschaften erworben, welche Bang als charak- 
teristisch fiir das Ferment des Schweinemagens (Parachymosin) 
hielt, und auberdem besteht noch eine andere Eigenschaft, niim- 
lich eine gréfere Beschleunigung durch CaCl,. 

Es wurde eine Infusion aus Kalbsmagen genommen mit 
einem Saéuregehalt von 0,2°/o, welche 13 Tage im Thermostaten 
gestanden hatte; ein Teil wurde in der Kalte gelassen und 
ergab ein regelrechtes Labgesetz bei 38°. Dann stellte man 
der Koagulation nach diquivalente Lésungen her aus der Kontroll- 
infusion (A) und der im Thermostaten gestandenen (B) mit Hin- 
zutiigung von 1,0 CaCl, 10°/o. Hierauf nahm man je 1,0 dieser 
‘iquivalenten Mischungen und fiigte verschiedene Quantititen 
CaCl, 10°/o hinzu. AuSerdem stellte man diese dquivalenten 
Mischungen zur Verdauung, wobei man auf 2,5 dieser Mischungen 
je 1,0 Salzséure hinzufiigte, sodaf der allgemeine Séuregehalt 
0,05°/o betrug. 














Menge des hinzugefiigten A | B 
CaCl, 10°/o | 
1,0 65’ 65“ 
0,5 100 | 95/4 
0,2 4 | 7! 
0,1 8’ | 25‘ 
0,05 | 14! | 120° 
Ohne CaCl, 30! | 4‘ Stunden 
Meh Meiiaccas.s| |. > | tC. - 


Es wurde eine andere Fermentlésung genommen und analog 
dem yorhergehenden Versuch verfahren, nur mit dem Unter- 
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schied, daB die Infusion 7 Tage im Thermostaten stand; zur 
Koagulation nahm man auf 10,0 Milch 0,5 aquivalente Mischung 
und 0,5 CaCl, 8°/o, 2°/o und 0,05°/o; zur Verdauung stellte 
man mit Eiweif- und Serumstiibchen bei einem Siuregehalt 
von 0,22°/o und 0,1 °%/o. 


| ee ee Verdauung 
CaCl, | CaCl, | CaCl, | Ohne . 
ie Sr ' 0,22 ° 0,10 °) 
8°10 | 2°%o 0,05 %/o CaCl, a ) i® - 10 7 . 
| Eiweif Serum |Eiweifi Serum 














} { 














| 
, ~ | Ir | mye / ; | 
Kontrolle. . . 71/35” | 4 45" | 7°30”, 14 08 | 3,1 2,0 | 4,4 
| 
| } | 
Thermostaten . | 1/40” | 6/30” |17” 5d‘ 03 | 25 2,0 | 4,2 


| | 

Also erwirbt das Kalbslabferment durch das Stehen im 
Thermostaten besondere Eigenschaften, die es dem Parachymosin 
Bangs nahebringen. Auf diese Weise kann man tatsichlich 
soleche Fermentlésungen erhalten, welche ziemlich gut verdauen 
und bei den gewohnlichen Proben nicht koagulieren. Jedoch 
kann man bei Hinzufiigung von CaCl, in geniigender Menge 
eine vollkommene Proportionalitaét beider Wirkungen nachweisen, 
wenn nur der fiir die parallele Verdauungsprobe passende Siure- 
gehalt genommen wird. Denn die Veranderung des Fermentes 
zeigt sich nicht nur bei der Koagulation, sondern auch bei der 
Verdauung — in einer grdSeren Empfindlichkeit der Siure 
gegentiber. Daher wird eine volle Proportionalitét beider Wir- 
kungen bei einem Siiuregehalt von 0,1°/o und weniger beob- 
achtet und nicht bei einem Siéuregehalt von 0,22 °/o. 

Also ist dus Verfuhren Hammarstens zur Isolierung des 
Pepsins vom Chymosin begriindet nicht auf der Vernichtung 
des Chymosins, sondern auf der Verdnderung der Eigenschaften 
des Kerments, infolyedessen man bei den gewihnlichen Proben 
eine scheinbare Vernichtung der Labwirkung beobachtet. 

Im allgemeinen dient das bei den gewohnlichen Koa- 
gulationsproben erhaltene negative Resultat durchaus nicht als 
Beweis fiir das Fehlen des Labferments. Diesen Umstand muf 
man im Auge behalten bei der Wiirdigung der Arbeit von 
Duecceschi,') welcher sich bemiiht hat zu zeigen, dafB im 


1) Arch. di Fisiologia, Bd. V. 
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Magen der Beuteltiere nur Pepsin vorhanden ist, aber kein 
Chymosin. Einige Erkliirung gibt folgender Versuch Ham- 
marstens (Seite 46). 


me. - mathew 

















Versuch I. Versuch IL. 
Kalb Huhn Kalb Huhn 





Quadratverhiltnis 10.56 - 4.4 Verdiinnung 
-) . ) a r% i ; : 
nach Mett mit Wasser 





| dé 9) q OA/ Qiyis - s 
dU 2 St. 20 20° | Keine 


“ Keine Ge-] 35 Gerinnung 
rinnung in if mi 
4! 6 Stunden} 90” J 6 Stunden 
| 











Folglich ist das Huhnlabferment sehr empfindlich den Al- 
kalien gegeniiber: darum kann es bei Bruttemperatur fast gar 
nicht koagulieren. Bei stiirkerer Konzentration in Versuch | 
trat die Koagulation, wenngleich spat, doch noch ein, bei zwei- 
maliger Verdiinnung fand sie tiberhaupt nicht statt, sowie auch 
in Versuch II. Diese Ergebnisse zeigen am besten, wie leicht 
man die koagulierende Wirkung bei den gewohnlichen Proben 
libersehen kann. Es ist klar, dafi bei Proben mit giinstigeren 
Bedingungen fiir die Koagulation (Proben mit niedriger Tem- 
peratur oder mit Hinzufiigung von CaCl,) die Koagulationswirkung 
viel schiirfer hervortritt. Ich bin tiberzeugt, dafi man auf dem 
angegebenen Wege auch im Falle Ducceschi eine Koagulations- 
wirkung nachweisen kann. 

Also ist es vollkommen klar, dai die Fermentlésungen 
verschiedener Tiere verschiedene Eigenschaften besitzen. Darum 
hielten es Klug!) und Wroblewski?) ftir moglich, die Pepsine 
der verschiedenen Tiere als nicht identisch anzuerkennen. Uns 
scheint es jedoch, dali sich aus dem Unterschied der Eigen- 
schaften durchaus noch kein Unterschied der Fermente selbst 
ergibt. AuBert sich doch der Unterschied der Eigenschaften nur 
in den Details, in der gréferen oder geringeren Widerstands- 
fiihigkeit den verschiedenen Agenzien gegentiber. Das Medium 
aber, in welchem das Ferment wirkt, hat eine gewaltige Be- 

1) Pfliigers Archiv, Bd. LX. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXI. 
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deutung. Als Beispiel kinnen die Versuche Schrumpfs dienen, 
welcher in Medien, die keine Biuret-Reaktion gaben, eine 
jiuBerst starke Zerstérbarkeit des Pepsins nachgewiesen hat. 
Wiihlt man ein passendes Medium, so kann man die Fermente 
der verschiedenen Tiere dahin bringen, dafi sie gleichmiibig 
wirken. Als Beispiele wollen wir die Magensiifte des Ziegen- 
bocks und des Hundes anfiihren. Bei schwachem Siuregehalt 
werden wir eine gleichartige Wirkung erhalten, bei starkem 
Siiuregehalt ein scharfes Auseinandergehen der Wirkungen. 
Anderseits konnen wir solche Bedingungen schaffen, dank deren 
die Wirkungsregeln eines und desselben Fermentes verschieden 
sein werden. Als Beispiel fiir einen solchen Fall kann die 
Verdauung des Kalbslabferments in einem sauren Medium dienen. 
Noch mehr kann man auf kiinstlichem Wege solche Bedingungen 
schaffen, durch welche das Ferment in eine wirkungslose Form 
iibergeht und folglich keine Wirkung stattfinden kann. Man 
kann jedoch durch eine entsprechende Behandlung seine Wir- 
kung wiederherstellen. Eine solche Wirkung haben die Alkalien 
auf das Pepsin (Tichomirow)') und das Kochen auf die 
Diastase (Gramenitzky).?) 

Also kann ein und dasselbe Ferment von ein und dem- 
selben Tiere verschiedene Eigenschaften zeigen, und sogar 
bedeutet auch das Fehlen der Wirkung noch nicht das Fehlen 
oder die ZerstOrung des Fermentes selbst, da dies von dem 
Ubergange in die inaktive Form abhiingen kann. Und obgleich 
es sehr schwierig ist, die Frage tiber die Identitaét oder die 
Verschiedenheit solcher Substanzen zu entscheiden, die man 
nicht in reiner Form erhiilt, so kann man doch nicht auf einen 
Unterschied der Fermente schliefen, nur auf Grund der Ver- 
schiedenheit der Eigenschaften, die sich im allgemeinen stark 
veriindern, wie es bekanntlich sogar bei ein und derselben 
Fermentlésung der Fall ist. Es ist mdglich, dafi die Mannig- 
faltigkeit der Eigenschaften der verschiedenen Fermentlosungen 
von den verschiedenen Verbindungen eines und desselben Pepsins 
mit verschiedenen Substanzen, vielleicht mit dem EiweiS abhiingt. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. LVI. 
*) Vortrag in der Gesellsch. russ. Arzte in St. Petersburg 1908. 
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Zum Schluf halte ich es noch fiir notwendig, eine Be- 
richtigung in folgendem Zitat anzubringen («Die Fermente und 
ihre Wirkungen» von Oppenheimer, 1909, Seite 288). «Paw- 
lows Nachfolger Sawjalow, Sawitsch, Gewinn gehen aber 
noch viel weiter in der Unitétslehre, indem sie auch die 
Wirkung des Labs einfach als eine solche des Pepsins dekla- 
rieren: die Koagulation des Caseins soll nichts anderes sein, 
als das erste Stadium seiner peptischen Verdauung. » 

Ich habe immer nur von der Indentitiit der milchkoagu- 
lierenden und proteolytischen Fermente gesprochen, aber nicht 
von der Identitét der Pepsin- und Chymosinwirkungen. Der 
Unterschied ist ein ganz wesentlicher. Hinsichtlich des Wesens 
der Koagulation kénnte ich nur Hypothesen aussprechen ohne 
irgend welche Begriindungen, da ich mich mit dieser Frage 
nicht beschaftigt habe. Deshalb habe ich dieselbe mit Still- 
schweigen tibergangen. 











Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XI. Mitteilung. 
Eine vergleichende Untersuchung der stickstoffhaltigen 
Extraktivstoffe des Kalb- und Rindfleisches. 
Von 


Wladislaw Skworzow. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitit Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11, Juli 1910.) 


Nachdem Gulewitsch und Amiradzibi') die von ihnen 
gemachte Entdeckung des Carnosins im Liebigschen Fleisch- 
extrakt verOffentlicht, dann Kutscher?) und, von ihm unab- 
hiingig, Gulewitsch*) die Gegenwart von Methylguanidin in 
diesem Extrakt konstatiert, schlieblich Gulewitsch und Krim- 
berg*) ihre Entdeckung des Carnitins angezeigt hatten, bot 
die Fortsetzung dieser Arbeiten behufs Aufklérung der Frage 
nach der Verbreitung und dem quantitativen Gehalt an diesen 
organischen Basen in den verschiedenen Muskelgeweben und 
Organen des tierischen Organismus ein Interesse dar. 

Auf Herrn Prof. Dr. W1. Gulewitschs Veranlassung habe 
ich einen Teil dieser Arbeit, den auf das junge Muskelgewebe 
und zwar auf die Kalbsmuskeln beziiglichen, ausgefiihrt, wobei 
ich die quantitative Stickstoffverteilung zwischen den Extraktiv- 
stoffen des Wasserextrakts von Kalb- und Rindfleisch bestimmt 
habe. Die auf die Frage nach den stickstoffhaltigen Extraktiv- 
stoffen des Kalbfleisches beziigliche Literatur ist ziemlich be- 
schriinkt, obgleich sie bis zum Jahre 1847 hinaufreicht, als 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 565. 

2) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufmittel, Bd. X, S. 531. 
°) Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, 8. 471. 

') Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 326. 
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Liebig') in seiner beriihmten Arbeit «Uber die Bestandteile 
der Flissigkeiten des Fleisches» unter anderm der Gegenwart 
von Kreatin im Kalbfleischextrakt und von Leimsubstanz er- 
wihnte. Spiiter gab Neubauer?) fiir das Kalbfleisch den Wert 
von Q,182°/o krystallinisches Kreatin (0,160°/0 wasserfreies 
Kreatin) an. Krukenberg*) und Jakubowitsch‘) fanden 
Kreatin in den Muskeln des Kalbsembryo. 

Es gibt eine ziemlich reichhaltige Literatur in der Frage 
nach dem Gehalt des Kalbfleisches an Purinkérpern. In seiner 
Arbeit tber die Purinkirper gibt Kossel*) die quantitative 
Bestimmung derselben nicht nur im freien, sondern auch im 
gebundenen Zustande im Muskelgewebe des Kalbes und des 
Ochsen an, wobei seine Voraussetzung, dali im jungen, an 
Kernen reichen Gewebe mehr Purinkérper enthalten sein miissen 
als in reifen, sich vollkommen bestitigt hat: im Rindermuskel 
haben sich 0,070°/o, im Muskel des Kalbsembryo 0,094°/o er- 
wiesen, wobei unter den Purinbasen das Guanin in dem jungen 
Muskelgewebe, das Hypoxanthin im Rindfleisch vorherrschend ist. 

Burian und Hall®) stellten viele Untersuchungen iiber 
den Stickstoffgehalt der Purinbasen in den verschiedenen Or- 
ganen der Tiere an, wobei sie fiir das Kalbfleisch die Zahl 
0,071 °/o, fiir das Rindfleisch 0,063°/o angeben. 

In bezug auf dieselben Purinbasen arbeiteten vom klinischen 
Standpunkte aus Offer und Rosenquist*) und spiter Adler. §) 
Die von ihnen gegebenen Werte sind ziemlich widersprechend : 
Offer und Rosenquist geben fiir den Gesamtextraktivstoff 
des Rindfleisches 0,42°/o, fiir den Stickstoff der Purinbasen 
0,046 °/o; fiir denjenigen des Kalbfleisches 0,4°/o0 resp. 0,027 
bis 0,037°/o. Bei Adler ist fiir den Gesamtextraktivstickstoff 


1) Annalen der Chem. u. Pharm., Bd. LXII, 5. 282. 

2) Zeitschrift f. anal. Chemie, Bd. II, S. 26. 

’) Unters. a. d. physiol. institut d. Univ. Heidelberg, Bd. III, 5. 197. 

4) Malys Jahresber., 1893, S. 362. 

5) Diese Zeitschrift, Bd, V, S. 267, Bd. VI, S. 422, Bd. VII, S. 7 u 
Bd. VIII, S. 404. 

6) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 392. 

*) Berl. klin. Wochenschr., 1899, Nr. 43, 44, 49. 

8) Berl. klin. Wochenschr., 1908, Nr. 8. 
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des Rindfleisches 0,46°/o, fiir den Stickstoff der Purinbasen 
0,129), fiir denjenigen des Kalbfleisches 0,37 °/o resp. 0,014°/0 
angegeben. 

In bezug auf eine systematische Untersuchung der Stick- 
stoffverteilung im Fleischextrakt kenne ich nur Krimbergs 
Arbeit,!) die speziell Liebigs Fleischextrakt zum Gegenstand 
hat. Die von ihm gefundene Verteilung des Stickstoffs werde 
ich weiter unten anfthren. 

K6nig und Boemer,?) sowie Baur und Barschall’) 
fanden bei der von ihnen unternommenen Untersuchung des 
Liebigschen Extrakts, da8& durehschnittlich 85°/o des Stick- 
stofis des Ausgangsextrakts (bei den ersteren 90,0°/o, bei den 
letzteren 80,5°/o) durch Phosphorwolframsiure gefiillt werden. 
AuBerdem schieden Baur und Barschall aus dem Extrakt 
einen durch Phosphorwolframséure nicht fillbaren Teil als 
Naphthalinsulfoderivate einer Aminosiiure aus, welche bis 1°/o 
des Stickstoffs des Extrakts enthielten. Micko, *) der gleichfalls 
mit dem Phosphorwolframfiltrat arbeitete, konstatierte, dab es 
nicht gelingt, Dipeptide im Fleischextrakt zu entdecken, und 
hat Alanin, Glutaminsaéure, Taurin, sowie Inosit, Kreatin und 
Kreatinin isoliert; die Monoaminosiiuren waren nur in einer 
ganz geringen Menge (0,51 °/o des Extraktes) enthalten. 


I. Stickstoffverteilung im wisserigen Extrakt des Fleisches. 


Die von mir angewandte Methode einer successiven Ver- 
arbeitung des Wasserextrakts von Muskeln ist auf Kossels®) 
Arbeit gegriindet und hat ihre weitere Entwicklung in Gule- 
witschs,*®) Amiradzibis’) und Krimbergs®) Untersuchungen 
erfahren. Vom Fett und dem interstitiellen Gewebe gereinigtes 





‘) Krimberg, Uber die stickstoff haltigen Extraktivstoffe der Muskeln. 
Inaug.-Diss., Moskau, 1907 (russisch). 
*) Zeitschr. f. anal. Chemie, Bd. XXXIV, S. 548. 
') Arbeit. a. d. kaiserl. Gesundheitsamte, 1906, Bd. XXIV, S. 552. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 180. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 179, Bd. XXXI, 5. 165. 
') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 565, Bd. XLVII, S. 471, Bd. L, 8. 208. 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 565. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 326, Bd. LVI, S. 417. 
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und zweimal durch eine Fleischhackmaschine durchgelassenes 
Kalb- resp. Rindfleisch (Filet) wurde unter Erwiirmen auf dem 
Wasserbade (nicht tiber 90°)!) suecessiv mit 3 Portionen Wasser, 
zweimal zu je 14/2 Stunden, einmal 1 Stunde lang extrahiert 
(in jedem Falle 2—3 1 Wasser auf je 1 kg Fleisch). Das Wasser- 
extrakt wurde eingeengt und vorsichtig mit einer 20°). igen 
Losung von neutralem Bleiacetat gefallt. 

Die Erfahrung hat gezeigt, dafi die triibe Fliissigkeit vor 
dem Abfiltrieren des bleiacetatniederschlags am besten mit 
einer konzentrierten SodalOsung neutralisiert und bis zum 
Kochen erwirmt wird; der Niederschlag fiillt dann in Gestalt 
von Flocken aus, das Extrakt klirt sich und weist nur noch 
eine leichte Opalescenz auf. Im Filtrat vom Bleiniederschlag 
wurde das Blei mit Schwefelwasserstoff gefillt und das neue 
Filtrat, welches auf ca. 31 eingeengt war, vorsichtig mit einer 
gesiittigten Phosphorwolframsiurelésung solange behandelt, bis 
die Fliissigkeit mit einer sehr verdiinnten Phosphorwolfram- 
siureldsung keinen Niederschlag mehr, nur noch eine sehr ge- 
ringfiigige oder gar keine Triibung gab. Nach der Fallung 
mit Phosphorwolframsiiure wurde das Extrakt ungefiihr eine 
Woche lang stehen gelassen. 

Der I. Phosphorwolframniederschlag wurde abgesaugt und 
mehrere Male mit Wasser ausgewaschen. Das Filtrat wurde 
auf dem Wasserbade bis auf 3/4 1 eingedampft, der ausge- 
schiedene Niederschlag (II. Phosphorwolframniederschlag) ab- 
gesaugt, ausgewaschen und gleich dem Niederschlag I weiter 
behandelt. Die beiden Niederschlige wurden getrennt mit 
Wasser und Barythydrat im Uberschu8 verrieben, sodann ab- 
gesaugt, wieder mit Wasser sorgfiltig im Morser verrieben 
und mehrere Male mit Wasser ausgewaschen. Das Filtrat mit- 
samt den Waschwiissern wurde sogleich durch Kohlenséure 





‘) Die angegebene Temperatur bei der Extraktion des Muskel- 
gewebes wurde deshalb angewandt, weil das Extrahieren bei niedrigeren 
oder héheren Temperaturen (Siedehitze) tribere, schwer filtrierbare, zur 
Bildung kolloidaler Schwefelbleilésungen neigende Extrakte lieferte. Beim 
Extrahieren von Kalbfleisch mufite Siedehitze auch deshalb vermieden 
werden, weil man sonst grofie Mengen Glutin erhalten hatte. 
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vom Baryt befreit. Das Filtrat vom II. Phosphorwolframnieder- 
schlag wurde auf dieselbe Weise wie die beiden Niederschlige 
behandelt, nur mit dem Unterschied, daf anstatt des krystalli- 
nischen Barythydrates eine warme konzentrierte LOsung des- 
selben angewandt wurde. 

Die weitere Behandlung der beiden durch Barythydrat 
zersetzten Phosphorwolframniederschlige bestand in der Fiil- 
lung der mit Schwefelsiure neutralisierten Fliissigkeiten mit 
einer heiBen konzentrierten Silbersulfatlisung, solange sich 
noch ein Niederschlag bildete. Um eine grofe Fliissigkeits- 
menge zu vermeiden, liste ich das Silbersulfat unter Kochen 
in kleinen Portionen der zu fiillenden Fliissigkeit selbst auf. 
Dabei ist es zweckmiibig, die Fliissigkeit nach der Fallung mit 
Silbersulfat und nach dem Erkalten etwa 24 Stunden stehen zu 
lassen, da, wie ich es erst bei der Bearbeitung der zweiten Portion 
Kalbfleisch bemerkt habe, im Filtrat von dem ausgefallenen 
Niederschlag bei liingerem Stehen und ohne einen neuen Silber- 
sulfatzusatz aufs neue ein galertartig flockiger Niederschlag 
ausfallen kann und zwar in einer weit grdferen Menge als 
vorher. 

Nach der Entfernung des Niederschlags wurde das Silber- 
filtrat') mit der heiBen konzentrierten Silbersulfatl6sung so- 
lange weiter behandelt, bis eine Probe auf einem Uhrglase mit 
Barytwasser einen braunen, sich rasch schwérzenden Nieder- 
schlag gab. Alsdann wurde in kleinen Portionen unter sorg- 
fiiltigem Umriihren eine heife konzentrierte Barythydratlosung 
solange zu der Fliissigkeit zugegeben, als sich noch ein Nieder- 
schlag bildete. Diesen ersten Silberbarytniederschlag saugte 
ich ab, wusch ihn mit Wasser, verrieb ihn im Morser mit 
verdiinnter Schwefelsiure, saugte den Barytsulfatniederschlag 
ab und siittigte das Filtrat mit Schwefelwasserstoff; das Silber- 
sulfid wurde nun abgenutscht, die in der Fliissigkeit vorhandene 
gerluge Schwefelsiuremenge durch Baryt entfernt und nach 
dem Eindampfen der Fliissigkeit der Stickstoff bestimmt. 


‘) Ich bediene mich einer konventionellen Nomenklatur der 
Niederschlige und Filtrate auf Grund der im gegebenen Stadium ange- 


wandten Reagenzien. 
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Sogleich nach dem Abfiltrieren neutralisierte ich das 
I, Silberbarytfiltrat mit Schwefelsaure und digerierte es 8 Stunden 
lang behufs Entfernung des Ammoniaks mit Magnesia unter 
Ofterem Umriihren auf dem Wasserbade ein, filtrierte dann 
die Magnesia nebst dem reduzierten Silber ab, wusch sie, 
siittigte das Filtrat aufs neue mit Silbersulfat und behandelte 
es wieder mit heifer BarytlOsung. Dieser II. Silberbarytnieder- 
schlag wurde ebenso wie I behandelt. Das II. Silberbarytfiltrat 
wurde nach der Neutralisation mit Schwefelséiure und der Ent- 
fernung der Spuren von Silber mit Schwefelwasserstoff bis 
auf ca. 50 ccm eingeengt!) und tropfenweise mit dem Kraut- 
schen Reagens — einer LOsung von Wismutjodid in Kalium- 
jodid — behandelt. Der erhaltene Niederschlag war zum Teil 
locker, zum Teil harzig. In einer der von mir behandelten 
Portionen erschien nach 24stiindigem ruhigen Stehen ein schéner 
krystallinischer Wismutjodidniederschlag, welcher aus den in 
Drusen vereinigten glinzenden roten Nadeln bestand. 

Wenn das Reagens keine Fiillung mehr gab, wurde der 
Niederschlag abgenutscht, moglichst sorgfiiltig mit Wasser ge- 
waschen und mit einem BleihydratiiberschuS im Morser ver- 
rieben, der Niederschlag abgesaugt, mit Wasser unter Ver- 
reiben gewaschen und das Filtrat mit Schwefelwasserstoff ge- 
siittigt. Das Bleisulfid wurde abgesaugt und gewaschen und 
die Fliissigkeit eingeengt.2) Man erhielt dabei einen Sirup 
nebst einigen wenigen aus Nadeln bestehenden Drusen, die 
an der Luft zerflossen. Bei der Behandlung mit siedendem 
Alkohol ging fast die ganze Substanz in Losung tiber. Die 
weingeistige Loésung derselben wurde mit einer weingeistigen 
Sublimatl6sung vermischt, wobei ein ziemlich reichlicher, deut- 

1) Das Volumen der Fliissigkeit muf} ein mdglichst geringes sein, 
da das Krautsche Reagens durch Wasser zersetzt wird. 

*) Die Bestimmung des Stickstoffs in dieser Fliissigkeit hat nur 
eine relative Bedeutung, da es kaum mdglich ist, die mit dem Krautschen 
Reagens eingefiihrte Salpetersiure aus dem harzigen Niederschlag voll- 
standig auszuwaschen. Anderseits zersetzt sich bei dem zur Darstellung 
der Sublimatverbindung nétigen Abdampfen der Lésungen von freiem 
Carnitin ein zwar ganz unbedeutender Teil des Carnitins, wovon der sich 
entwickelude Geruch des Trimethylamins zeugt. 
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lich krystallinischer, weifer Niederschlag ausfiel. Dieser wurde 
abgesaugt, wiederholt mit Alkohol gewaschen und im Exsik- 
kator getrocknet. 

Nach diesem Verfahren bearbeitete ich 2 Portionen Kalb- 
fleisch (1. Portion wog 2149 g, 2. = 2054 g) und 1 Portion 
Rindfleisch (980 g). Die Verteilung des Stickstoffs in den ein- 
zelnen Stadien der Bearbeitung ist aus Tafel S. 33 ersichtlich. 
Die Stickstoffbestimmung geschah nach Kjeldahl. Trotz sorg- 
fiiltigsten Waschens der Niederschlige ist stets ein Verlust an 
Stickstoff beobachtet worden, wobei derselbe einmal 24°/o des 
in der Ausgangsfliissigkeit im gegebenen Moment der Bear- 
beitung enthaltenen Stickstoffs betrug.!) Es ist klar, dafi diese 
so bedeutenden Verluste an Stickstoff nicht von einem unge- 
nugend sorgfiltigen Auswaschen der volumindsen Niederschliage 
abhiingen, sondern auf Rechnung einer Bildung unloslicher 
Barytverbindungen stickstoffhaltiger Substanzen, auf Rechnung 
von Adsorptionserscheinungen der stickstoffhaltigen Bestand- 
teile des Muskelgewebes von hohem Molekulargewicht u. dgl. 
gesetzt werden missen. 

Bei der Berechnung des Stickstoffgehalts und dessen Ver- 
hiltnis zu den vorhergehenden Zahlen in Prozenten wurden 
auch die Mengen der friiheren zur Bestimmung des Stickstofis 
genommenen Flissigkeiten in Betracht gezogen. 

Aus den angefiihrten Zahlen ersieht man, daB die Ver- 
teilung des Stickstoffs in beiden Kalbfleischportionen sich als 
eine anniihernd gleiche erwies, namentlich im Hinblick auf den 
komplizierten Charakter und die Unzulianglichkeit der Unter- 
suchungsmethode. Einen deutlicheren Unterschied in der Ver- 
teilung des Stickstoffs beobachtet man nur bei den Nieder- 
schliigen der Sublimatverbindungen und bei den II. Silberbaryt- 
filtraten. Vergleicht man nun den Prozentgehalt des Stickstoffs 
im Extrakt zum Gewicht des Kalbfleisches einerseits und des 
Rindfleisches anderseits, so gewahrt man die interessante Tat- 


') Kossel und Kutscher (diese Zeitschrift, Bd. XXXI) beobach- 
teten bei der Untersuchung der Verteilung des Stickstoffs in den Eiweil- 
kérpern nach einer der von mir angewandten sehr nahestehenden Methode 
ebenfalls jedesmal einen bedeutenden Stickstoffverlust. 
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sache, daf§ darin eine groBe Ahnlichkeit besteht, wobei der 
Unterschied (im Mittel 0,03°/o) so unbedeutend ist, da er voll- 
stiindig den Versuchsfehlern zugeschrieben werden kann. Ein 
Vergleich der von mir erhaltenen Werte mit den Resultaten 
der Bestimmungen anderer Autoren zeigt, daB der Prozent- 
gehalt des Stickstoffs im wiasserigen Extrakt verschiedener 
Rindfleisch- und Kalbfleischmuster ein ziemlich bestindiger ist: 
fiir Rindfleisch fanden Offer und Rosenquist?) 0,42°/o, Adler?) 
0,48°/0, ich 0,43°/o des Fleischgewichtes; fiir Kalbfleisch resp. 
0,40%/o, 0,37°/o0, 0,40°/o. Die Verteilung des Stickstoffs bietet 
jedoch bei der ferneren Bearbeitung des Extrakts gewisse Unter- 
schiede: das Rindfleischextrakt scheidet im Vergleich zum Kalb- 
fleischextrakt eine grOfere Stickstoffmenge im I. Phosphorwolfram- 
niederschlag (im Verhiiltnis zur Ausgangsfliissigkeit um 6,5°/o 
mehr) aus, wihrend das Phosphorwolframfiltrat niedrigere Werte 
gibt (fiir das Rindfleischfiltrat 14°/o N der Ausgangsfliissigkeit, 
gegen 27°/o im Kalbfileischfiltrat). Im I. Silberbarytniederschlag, 
wo die Hauptmenge des Stickstoffs auf das Carnosin fallt, gab 
das Kalbfleischextrakt im Mittel 35°/o im Verhiltnis zur Stick- 
stoffmenge des Phosphorwolframniederschlags, wihrend das 
Rindfleischextrakt 51°/o, das Liebigsche Extrakt nach Krim- 
bergs (l.c¢.) Daten ca. 29°/o gab. Bei der Betrachtung der 
N-Mengen im I. Silberbarytfiltrat sehen wir die entgegengesetzte 
Erscheinung: den meisten Stickstoff gibt hier das Liebigsche 
Extrakt, am wenigsten das Rindfleisch; die mittlere Menge 
gaben beide Portionen des Kalbfleisches. 

Im II. Silberbarytniederschlag, welcher Methylguanidin 
enthiilt, und im Wismutjodidniederschlag, womit Carnitin ge- 
fiillt wird, war mehr in dem aus Kalbfleisch als in dem aus 
Rindfleisch erhaltenen Extrakt Stickstoff vorhanden, doch konnte 
der Unterschied im Stickstoffgehalt der Wismutjodidnieder- 
schlige zum Teil davon abhingen, daf bei der Behandlung 
des Rindfleischextraktes mit dem Krautschen Reagens ein 
lockerer Niederschlag entstand, der von dem Reagens leicht 





1) loc. cit. 
*) loc. cit. 
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abgewaschen werden konnte, wahrend bei der Behandlung des 
Kalbfleischextrakts der Niederschlag harzig aussah. 

Die Behandlung des II. Phosphorwolframniederschlags mit 
Silbersulfat und Baryt ergab bei Krimberg (I. c.) und bei mir 
ziemlich ihnliche Werte: bei Krimberg enthielt der Nieder- 
schlag 17°/o des Gesamtstickstoffs des Il. Phosphorwolfram- 
niederschlages, das Filtrat 69°/o, bei mir 19°/o resp. 60°/o. 


II. Isolierung des Carnosins, Methylguanidins und Carnitins 
aus Kalbfleisch. 


Die nach der Stickstoffbestimmung von den zwei I. Silber- 
barytniederschligen beider Kalbfleischportionen zurtickge- 
bliebene Lésung gab bei der Einengung auf dem Wasserbade 
einen Sirup, der sich in eine feste krystallinische Masse ver- 
wandelte. Aus beiden Portionen wurden 17,75 g dieses unreinen 
Produkts erhalten. Durch vorsichtige Zugabe verdiinnter Schwefel- 
siure wurden aus der wisserigen LOsung dieser Substanz Baryt- 
spuren entfernt und die scharf alkalisch reagierende F'liissigkeit 
mit Salpetersiiure neutralisiert; beim Einengen der Losung auf 
dem Wasserbade wurde die Reaktion wieder alkalisch, so dab 
man, um sie zu neutralisieren, wieder einige Tropfen Salpeter- 
siure zugeben mufte. Aus der eingeengten Loésung schieden 
sich schéne, aus Nadeln gebildete sternfoérmige Drusen aus. 
Die Krystalle wurden abgesaugt, mit einem Gemisch aus vier 
Teilen Alkohol und einem Teil Wasser gewaschen und im 
Vakuum-Exsikkator getrocknet. Die Substanz wog 3,61 g. Aus 
dem Filtrat und der Waschfliissigkeit wurden noch 3,04 g Sub- 
stanz erhalten. Die neue Mutterlauge wurde mit absolutem 
Alkohol gefallt, wobei die Substanz zuerst als Sirup ausfiel, 
welcher beim Stehen krystallinisch wurde. Diese Fraktion wog 
2,82 g.1) Somit wurden aus beiden Portionen Kalbfleisch 9,47 g 
eines salpetersauren Salzes erhalten. Die Substanz wurde aus 
Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert. Die er- 
haltenen schneeweiSen nadelformigen federbartartig angeordneten 





') In der alkoholischen Fliissigkeit, die von diesem Niederschlag 
abgegossen war, wurde durch Jaffés, Weyls und Salkowskis Re- 
aktionen Kreatinin gefunden. 


3° 
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Krystalle enthielten kein Krystallwasser und schmolzen unter 
Zersetzung bei 212°. Das salpetersaure Carnosin, wie es ge- 
wohnlich aus Fleisch erhalten wird, schmilzt bei 212,5 °—213,5°, 1) 
I. 0.1967 g der bei 110° getrockneten Substanz lieferten 42,2 ccm N 
bei 19° und 755,5 mm Bar. 


Gefunden: Berechnet 
*. a. 7 . 
a fiir C,H,,N,O, - HNO,: 
N 24,40 °/o 24.22 %'o, 


Wisserige Lésung der Substanz: 
¢ == 892% gab in einem 2 dm langen Rohr bei 19,8° a, = -+ 3,915° 
und d;45. = -+ 4,690° *) 

Daraus wird berechnet: [a]p = 21,9° und [a]54g = 26,3°. 
Aus noch nicht verdffentlichten Untersuchungen von Herrn Prof. 
Gulewitsch, fiir deren Mitteilung ich ihm hierbei meinen besten 
Dank sage, folgt fiir das sorgfiltig gereinigte salpetersaure 
Carnosin |a|p = 22,75° bei c = 8,24°/o und t® = 19°, wahrend 
ein anderes Priiparat bei c = 8,35°/o und t = 19° folgende 
Werte gab: [a]p = 22,52° und [alsig = 27,01°. 

Somit war die aus dem Kalbfleisch isolierte Substanz un- 
zweifelhaft salpetersaures Carnosin; die erhaltene Menge dieses 
Salzes entspricht 7,41 g des freien Carnosins, was im Ver- 
hiiltnis zu dem Gewicht des Kalbfleisches (2149 g + 2054 g) 
0,176°/o betrug. Zieht man in Betracht, dai Neubauer fiir 
das wasserfreie Kreatin im Kalbfleisch die Zahl 0,160°/o an- 
gibt, so muf8 man zugestehen, dafi das Carnosin quantitativ den 
wichtigsten Teil der stickstoffhaltigen Extraktivstoffe des Kalb- 
fleisches bildet, wie es Krimberg®*) auch fiir das Rindfleisch 
fand. Ohne quantitative Bestimmungen zu bezwecken, isolierte 
genannter Autor dennoch aus Ochsenfleisch eine 0,13°/o Car- 
nosin entsprechende Menge seines salpetersauren Salzes. 

Aus den II. Silberbarytniederschligen wurde das 
salpetersaure Salz auf dieselbe Weise wie das salpetersaure 
Carnosin aus den [. Silberbarytniederschlégen erhalten. Es 
gelang, aus einer wiisserigen Losung 1,75 g Substanz auszu- 





') WI. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 206. 

*) Fiir die Linie \ = 546 uu der Quecksilberbogenlampe von Sieden- 
topf; das Licht wurde durch das Spektroskop gereinigt. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 417. 
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krystallisieren. Die 2. Fraktion wurde durch Fillung der Mutter- 
losung mit Alkohol erhalten; der ausgefallene Sirup ging nach 
langem Stehen in den festen Zustand tiber. Krystallisation 
wurde aber nicht beobachtet. Derselbe wog 2,51 g. Die 3. 
und 4. Fraktion wurden aus dem von der vorhergehenden 
Fraktion abgegossenen Alkohol erhalten und gaben die Krea- 
tininreaktionen. 

Die 1. Fraktion lieferte nach der Behandlung mit Tier- 
kohle eine farblose LOsung, aus welcher eine Substanz in Ge- 
stalt von Drusen erhalten wurde. Letztere bestanden aus sehr 
kleinen Krystallen, die sich unter dem Mikroskop als Prismen 
und vierkantige, zuweilen zugespitzte Téfelchen zu erkennen 
gaben. 

Sie enthielten kein Krystallwasser. Schmelzpunkt 150°. 
Das salpetersaure Methylguanidin schmilzt nach Kutscher!) 
bei 155°, nach Gulewitsch?) bei 150°. 

II. 0,0978 der bei 110° getrockneten Substanz lieferten 36,5 ccm N 
bei 21° und 743,5 mm Bar. 


Gefunden: Berechnet 
Il. fir C,N,H, - HNO,: 
N 41.11 °/o 41,17 %/o. 


Folglich bestand die 1.Fraktion aus salpetersaurem Methyl- 
guanidin. Da die Menge desselben 1,75 g betrug, so hatten wir 
0,94 g freien Methylguanidins ausgeschieden, was 0,022°/o 
des Gewichts des Kalbfleisches ausmacht. Gulewitsch) ist 
es gelungen, aus 500 g Liebigschen Extrakts 1,9 g dieser 
Substanz auszuscheiden. Krimberg,*) der Methylguanidin aus 
Ochsenfleisch ausschied, gibt die Mengenverhiiltnisse nicht an. 

Die 2. Fraktion als Nitrat auszukrystallisieren gelang nicht. 
Aus der Losung des daraus dargestellten Pikrates schied sich 
nur eine unbedeutende Menge (0,3 g) von Krystallen, die bei 
200-——-201° schmolzen und folglich (Gulewitsch, 1. ¢.) aus 
Methylguanidinpikrat bestanden. 


1) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufimittel, Bd. X, 8. 531. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, 8S. 473. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 471. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 417. 
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Die aus beiden Kalbfleischportionen erhaltenen Queck- 
silberchloridverbindungen (5,93 g) wurden mit grofen 
Mengen kochenden Wassers extrahiert. Nach der Abkihlung 
fiel die 1. Fraktion (0,84 g) aus; dieselbe war gelblich gefirbt 
und erwies sich unter dem Mikroskop als amorph. Nach der 
Einengung der Mutterlauge wurden eine 2. und 3. weifgefarbte 
krystallinische Fraktion (zusammen 2,79 g) erhalten, wovon ein 
Teil sich in Gestalt sehr typischer, halbkugelfOrmiger, aus sehr 
eng aneinander sitzenden Krystallen bestehender Drusen aus- 
schied. Der Schmelzpunkt der erhaltenen 3 Fraktionen war 
194—195°, resp. 195—196°, resp. 195—196°. Die Mutterlauge, 
sowie den beim Extrahieren mit kochendem Wasser nicht auf- 
gelisten Teil der Substanz zersetzte ich mit Schwefelwasser- 
stoff, neutralisierte mit Soda, dampfte das Filtrat bis zur 
Trockene ein, extrahierte den Rest mit heiBem Alkohol und 
faillte die alkoholische L6sung wiederum mit einer alkoholischen 
Sublimatlésung. Beim Extrahieren mit kochendem Wasser 
wurden 3 neue Fraktionen einer Sublimatverbindung erhalten, 
wobei die 1. Fraktion (0,13 g) sich wieder als eine gelbliche 
amorphe Substanz zeigte, die 2 anderen (0,67 g) krystallinisch 
und farblos waren. Die Fraktionen schmolzen bei 193—194°, 
resp. 195—196°, resp. 195 bis 196°. Die vereinigten krystalli- 
nischen Fraktionen wurden nochmals aus kochendem Wasser 
umkrystallisiert. Krystallwasser war in der ausgeschiedenen 
Substanz nicht enthalten. Im bis auf 170—180° vorerhitzten 
Bade schmolz sie unter Zersetzung bei 195—196°; bei allméh- 
lichem Erwiirmen zersetzte sie sich, ohne zu schmelzen. Nach 
Krimbergs!) Angaben schmilzt die Sublimatverbindung des 
Carnitins C,H,,NO, -2HgCl, unter Spaltung bei 196°. 

Ill. 0.1690 g der Substanz im Vakuum getrocknet, in Wasser suspendiert 
und mit Schwefelwasserstoff zersetzt lieferten: 0,1113 g HgS. 
IV. 0,6136 g Substanz gaben 12,05 ccm N bei 20° und 748 mm Bar. 


Gefunden: Berechnet 

Ill. IV, fiir C,H,,NO, - 2HgCl,: 
Hg 56,76 °/o — 56.90 °/o 
N — — 2.20% 1,990. 


') Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 363. 
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Somit bestand wenigstens der Hauptteil (4 Fraktionen) 
der erhaltenen Substanz aus einer Sublimatverbindung des 
Carnitins. Ich erhielt, wie schon erwaéhnt, 3,46 g Sublimat- 
verbindung, was 0,79 g freien Carnitins, d. h. 0,019°/o des 
Gewichts des Kalbfleisches ausmacht. 

Aus II. Phosphorwolframniederschlag gelang es mir, 
nur 0,83 g typischer Kreatinkrystalle zu isolieren, welche 
nach dem Kochen mit Salzséure die deutlich ausgepriigten 
Reaktionen auf Kreatinin von Weyl! und Salkowski gaben. 

Das Phosphorwolframfiltrat wurde auf gewohnliche 
Weise mit Barythydrat, darauf mit Kohlensaéure zersetzt, mit 
Tierkohle behandelt und nach Zusatz von Salzsiiure bis zu 
schwacher Reaktion auf Kongo auf dem Wasserbade bis zur 
Sirupkonsistenz eingeengt. Der Rest wurde mit einem Gemisch 
von Alkohol und Ather (4:1) extrahiert. Die Lésung, in welche 
die Chloride der Aminosaéuren tibergegangen sein muBten, gab 
nach dem Abdampfen einen nicht krystallisierbaren Sirup. Das 
blaugriine Kupfersalz krystallisierte ebenfalls nicht. Auch als 
Phenylisocyanatverbindung gelang es mir nicht, Monoamino- 
siuren auszuscheiden. Es haben sich somit die von mir an- 
gewandten Methoden zur Ausscheidung von Monoaminosduren 
als erfolglos erwiesen, was im Hinblick auf die am Anfang 
dieser Schrift erwahnten Resultate von Baur und Barschall 
und Micko nicht wundernehmen muf. 














Uber die Guanylsdure aus der Pankreasdriise. 
If. Mitteilung.?) 
Von 
H. Steudel und P. Brigl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, Juli 1910.) 


Nachdem man durch die quantitative Bestimmung der 
Spaltungsprodukte der echten Nucleinséure ein einfaches und 
klares Bild von ihrem Aufbau gewonnen hatte, lag es nahe, 
diese Anschauungen nun auch auf die anderen Korper der 
Klasse der Nucleinsiiuren zu tibertragen. Am einfachsten schienen 
hier die Verhiltnisse bei der von Hammarsten?) im Pankreas- 
nucleoproteid aufgefundenen und von Bang?) niher beschrie- 
benen Guanylsiiure zu liegen; sie war offenbar ein vollkommenes 
Analogon zu der durch die Untersuchungen von Haiser wohl- 
bekannten Inosinséiure. 

Ehe aber solche Untersuchungen tiber die Konstitution 
der Guanylsiiure in Angriff genommen werden konnten, war 
es nolig geworden, erst einmal die Existenz dieses Korpers 
einwandsfrei festzustellen, da nicht unerhebliche Zweifel*) an 
der Individualitiét der Guanylséure aufgetaucht waren. 

Nachdem dann die Angaben Bangs einerseits bestitigt®) 
werden konnten — es gab in der Tat, entsprechend den Fest- 
stellungen Hammarstens, im Pankreasnucleoproteid eine 
phosphorhaltige Substanz, die nur Guanin und eine Pentose 
enthielt —, anderseits aber gefunden worden war, daf das 


') I. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 539. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XIX, S. 19; Bd. XXVI, S. 135. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 133; Bd. XXXI, 5S. 411. 

*) Beitriige zur chem. Physiol., Bd. IV, 8. 175; Bd. X, 8. 174. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. LHI, S. 539. 
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Glycerin nicht als Spaltungsprodukt der Guanylsiiure zu be- 
trachten sei,!) so multe auch die von Bang fir die Guanyl- 
siiure aufgestellte Elementarformel sowohl wie die Struktur- 
formel?) einer Revision unterzogen werden. Sieht man nim- 
lich die Guanylsiiure analog der Inosinséure an als einen aus 
Guanin, Pentose und Phosphorsiiure bestehenden Komplex, so 
bleibt nach der Formulierung von Bang noch ein unaufgeléster 
Rest zurtck. 

C,H,N,O ++ C,H,,0, ++ H,PO, = C,,H,,N,0,P + 2H,0. 

Guanin Pentose Guanylsiiure. 

Diese Formel der Guanylsiéiure, mit 4 multipliziert, da 
Bang angenommen hat, dafi 4 Phosphoratome in der Guanyl- 
siiure vorhanden sind, gibt: C,)H;,N,.03,P, und wiirde sich 
von der Bangschen Formel C,,H,,.N..03,P, um C,H,,O, unter- 
scheiden. Diese C,H,,O, sind also bisher nach der Bangschen 
Formulierung nicht aufgelést. Bang selbst legt auf seine alte 
Formel groben Wert und hat in einer soeben erschienenen 
Arbeit*) betont, dab dieser Rest ein grofes Hindernis wire, 
die einfachen Anschauungen tiber die Inosinsiiure resp. tiber 
die echte Nucleinsiure nun auf die Guanylsiure zu tibertragen. 

Wir haben uns nun seit dem Erscheinen der ersten Publi- 
kation des einen von uns uber die Guanylsiiure andauernd mit 
diesem Gegenstand weiter beschiiftigt und haben schon seit 
liingerer Zeit eine Antwort auf die eben aufgeworfene Frage 
gefunden. 

Wir hatten die Absicht, uns zum Zweck der Elementar- 
analyse absolut reine Guanylsiiure darzustellen, um selbst tiber 
einige Kohlenstoff- und Wasserstoffanalysen zu verfiigen. 

Dazu wurde zuniichst nach Hammarsten Nucleoproteid 
aus Pankreas bereitet. 

Es wurden z. Bb. 25,5 kg frische, rein priiparierte und 
zerkleinerte Driisen mit 17 1 Wasser etwa 10 Minuten lang 
aufgekocht und bis zum volligen Erkalten fortgestellt. 





') Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 5389; v. Fiirth und Jerusalem, 
Beitr. z. chem. Phys., Bd. X, S. 174. 

?) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 428. 

*y Biochem. Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 293. 
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Dann sammelt sich das Fett, das selbst einer sorgfiltigen 
Priiparation immer noch entgeht und im warmen, fliissigen 
Zustande die Filter bald verstopfen wiirde, als fester Kuchen 
an der Oberfliche und kann leicht abgehoben werden. Der 
nach der Filtration bleibende Riickstand wird noch einmal 
mit 61 Wasser aufgekocht und filtriert. Man erhiélt ein hell- 
gelbes klares Filtrat, dem 5—10°/o0 Essigséure und das gleiche 
Volumen 96°/oigen Alkohols zugesetzt werden. Es fillt ein 
Nucleoproteid in reichlichen Mengen aus, dessen P-Werte mit 
dem von Hammarsten und den friiher von mir gefundenen 
iibereinstimmen. (Ausbeute etwa 500 g.) 

0.2738 g, nach Neumann verascht, neutralisieren 22,0 ccm 's-NaQH 


= 445% P. 
0.4352 g, nach Neumann verascht, neutralisieren 36,3 ccm 2/2-NaOH 
an 463°), P. 


Durch den Zusatz von Alkohol werden die Ausbeuten 
ganz befriedigend;1) das Nucleoproteid ist offenbar in Wasser 
nicht unbetrachtlich l6slich. 

Aus dem Proteid wurde in bekannter Weise die Guanyl- 
siiure gewonnen. Je 12 g Proteid wurden mit 400 ccm 2°/oiger 
KOH eine halbe Stunde lang unter Umschiitteln im siedenden 
Wasserbad gehalten, dann mit verdiinnter Essigsaéure neutrali- 
siert, hei filtriert, mit etwas mehr Essigséure angesauert und 
bis zum nachsten Tage in den Eisschrank gestellt. Es hatte 
sich dann immer ein reichlicher Bodensatz abgeschieden, der ab- 
zentrifugiert wurde. Dieser Bodensatz sollte nun nach Bang durch 
wiederholtes Auflésen in ganz schwach KOH-haltigem Wasser 
und Fiillen mit Essigsiéure weiter gereinigt und als freie Guanyl- 
siiure gewonnen werden. Dabei stellte sich aber heraus, dab 
schon nach wenigem Umfillen mit Essigséure tiberhaupt nichts 
mehr auszufillen war, dafi selbst ein reichlicher Alkohol- 


!) Wir halten die von Bang (Biochem. Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 296) 
empfohlene Fallung des Nucleoproteids mit Oxalsaure fiir bedenklich; 
die scheinbar bessere Ausbeute ist sicher zum Teil durch das reichliche 
Ausfallen von Calciumoxalat aus der calciumreichen Fliissigkeit bedingt. 
Die Gegenwart des vielen Ca-Oxalat kommt auch in den von Bang 
gefundenen Analysenzahlen zum Ausdruck : Gefunden von Bang 15,09 °o N, 
3,40°o P; von Hammarsten 17,39°/o N, 4,48°/o P. 
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zusatz keine Fallung erzeugte, dafi diese aber sofort ein- 
trat, als wasserige konzentrierte Kaliumacetatlosung 
hinzugesetzt wurde. 

Wir haben dann diesen Niederschlag nach dem Auswaschen 
und Trocknen mit Alkohol und Ather auf seinen Kaligehalt 
untersucht und 9,55°/o K gefunden. 

Dazu wurden 1,0081 g Substanz nach Neumann ver- 
ascht, die Salpetersiure und der gréfte Teil der Schwefel- 
siure durch Abrauchen entfernt, alkalifreier Baryt zugefiigt, 
filtriert, salzsauer gemacht, der Baryt mit Ammoncarbonat ent- 
fernt, gelinde gegluht, das Kalium als K,PtCl, gewogen. Ge- 
funden 0,5970 g. 

Als dann diese Substanz noch einmal in méglichst wenig 
2°/oiger Kalilauge gelést und mit einem UberschuB von Essigsiiure 
ausgefallt wurde, enthielt sie nur noch 6,68°/o K. Dazu wurde 
wieder 1,1599 g Substanz nach Neumann verascht, mit alkali- 
freiem Baryt die Phosphorséure, der Baryt durch Schwefel- 
siiure entfernt und das Kalium als K,SO, gewogen. Gefunden 
0,1726 g. 

Daf der Alkaligehalt nicht etwa aus den Reagenzien 
stammte, wurde durch einen blinden Versuch festgestellt. Dazu 
wurde 4,88 g Baryt wie oben behandelt, gefunden wurde nicht 
durch Schwefelsdure fiallbar 0,0045 g Sulfat. Da bei obigen 
Analysen nie mehr als etwa 1,5 g des Baryts verwandt wurden, 
kénnen die Analysen durch Unreinheit der Reagenzien nicht 
wesentlich beeinflu&t sein. 

Es kann also gar kein Zweifel bestehen, da man durch 
Auflésen in Kali und Ausfallen mit Essigséure zu einem kalium- 
haltigen Kérper kommt und daf somit die B-Guanylsiure Bangs 
in Wirklichkeit saures guanylsaures Kali ist. Die durch HCl 
gefallte <«a-Guanylsaure» stellt dann vielleicht die dazu gehorige 
freie Sdéure dar.!) Durch die Existenz des sauren Kalisalzes 
erklart sich dann auch die merkwiirdige Fillbarkeit durch 
Essigsdure, die sonst einen Unterschied zwischen der Guanyl- 





‘) Nur so laftt sich der hohe «Aschegehalt» der B-Guanylséure von 
34,3°/0 erklaren. Bang hat schon selbst beobachtet, daf§ in dieser Asche 
neben Phosphor reichlich Kali enthalten ist. 
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siiure und allen anderen Nucleinsiiuren bedingen wiirde, sowie 
der Umstand, dai die Substanz bei 6fterem Umldsen aus 
Wasser und Wiederausfiillen immer léslicher wird: der Korper 
wird eben immer kaliirmer. 

Dali ein Salz vorliegt, zeigt sich auch in der Méglichkeit 
doppelter Umsetzungen. So kommt man z. b. zu einem Baryum- 
salz durch Umsetzung mit essigsaurem Baryum. Dies letztere 
Salz ist von uns nur fiir die Untersuchung der Pentose angewandt. 

Berechnet man nun die fiir saures guanylsaures Kali ver- 
langten Werte und vergleicht sie mit den experimentell ge- 
fundenen, so ergibt sich folgendes: 


C,oH,,KN,O,P. Verlangt: Gefunden: B-Guanylsiure Bang *) 
CG = 29,90°%/o — 34,18 °/o 
H = 3,26%o — 4,57 °/o 
N = 17,45°%o  16,91,') 16,89, ‘) 17,88 9/0 *) 18,21 
P= 772% 7,96,") Zaz") Fee") 7,64°/o 
K = 9,75°/o 9,55 °/o — 


Die Ubereinstinmung der N-, P- und K-Werte ist also 
durchaus befriedigend, die C- und H-Werte weichen freilich 
erheblicher ab. Auf diese Abweichung ist aber um so weniger 
Wert zu legen, als ja gar keine Garantie vorhanden ist, dab 
man bei der Analyse nun gerade dieses Kalisalz hat. Je sorg- 
fiiltiger man seine Substanz fiir die Elementaranalyse umgefiilt 
und gereinigt hat, um so weniger werden alle Werte zusammen 
befriedigend stimmen. So berechnet sich z. B. fiir 1 Mol freie 
Guanylsiiure -- 1 Mol saures guanylsaures Kali C = 31,39 °/o, 
H = 3,56°/o, N = 18,33°%o, P = 8,12 °%/e, K == 5,11%,e. 

Dazu wiirde anniihernd der von uns nach einmaligem 
Umfiillen gefundene Kaliwert 6,68°/o stimmen. (S. oben.) 
| ) 0.2097 g (bei 120° getrocknet) neutralisieren 25,3 ccm ®/10-Oxal- 

siure = 16,91°%/o N (Kjeldahl). 

0,1892 g (bei 120° getrocknet) neutralisieren 22,8 ccm "/10-Oxal- 
siture = 16,89°/o N (Kjeldahl). 

0.1970 g (bei 120° getrocknet) neutralisieren 27,6 ccm ®/2:-NaOH 
= 7,76°/0 P (Neumann). 

0.2061 g (bei 120° getrocknet) neutralisieren 28,9 ccm /2-NaQH 
= 7,77°/o P (Neumann). 

*) Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 541. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 419; s. auch die anderen Analysen 
Bangs: Biochem. Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 308. 
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Es ist natiirlich nicht erlaubt, wie Bang es Ofters tut, 
die Analysenwerte auf «<aschefreie» Substanz umzurechnen, da 
das Kalium durchaus den anderen Elementen im Molekiil gleich- 
berechtigt ist. So gibt z. B. ein Priparat Bangs 25,86°/o C, 
3,17°/o H, 13,58°%/o N, 5,96°%/o P, Zahlen, die, was C und H 
anbetrifft, schon der Formel des sauren guanylsauren Kalis 
etwas niher kommen. 

Wir glauben aber, dai aus den eben angefiihrten Griinden 
den Ergebnissen der Elementaranalyse, speziell den C- und H- 
Werten, garnicht eine solche grofe Bedeutung beizumessen 
ist, dagegen scheint uns die quantitative Bestimmung der Spalt- 
stiicke fiir die Aufkliirung der Konstitution viel fruchtbarer 
zu sein. 

Vergleicht man nun die experimentell gefundenen Werte 
von Guanin und Pentose mit den theoretisch berechneten, wie 
sie folgende Formulierung verlangt: 

C,,H,,KN,O,P + 2H,O = C,H,N,O + C,H,,0, -+ KH,PO,, 
so findet man: 

Guanin verlangt: 34,55°/o. Gefunden: 34,72 °/o.*) 
Pentose > : 34,30°%o. > rund: 30,*) 34,3,°) 29,*) 32, °) 
41,5,*) 41°/o.°) 

Die Ubereinstimmung ist gut, es hindert nichts, fiir die 
fehlendenProzent Pentose einen Verlust als Furfurol anzunehmen, 
da beim Erwirmen von Guanylsiéure mit 5°/oiger H,SO, sich 
immer Furfurol bildet. 

Die experimentellen Ergebnisse berechtigen also dazu, als 
einfachsten Ausdruck der Guanylsdure die Formel C,,H,,N;0,P 
aufzustellen — simtliche Versuchsresultate lassen sich mit ihr 
in Einklang bringen. Ob der Guanylsiiure wirklich diese ein- 





') Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S$. 539. 

2) Bang, Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 149, 150. 

3) Bang, Beitrige zur chem. Physiol., Bd. IV, S. 179. 

*) Bang, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 422. 

°) Bang, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 306, 307. 

°) Bang, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXVI, 8. 306, 307. Diese Werte 
sind von Bang auf «aschefreie» Substanz umgerechnet. Das ist nach 
unseren obigen Ausfiihrungen nicht angingig. Fiir die «aschehaltige> 
Substanz ergibt es den vorhergehenden Wert: 32°. 
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fache Formel oder ein Vielfaches davon zukommt, haben wir 
nicht weiter untersucht. Wir glauben auch nicht, daB sich 
das so einfach entscheiden laBt; jedenfalls darf man nicht die 
Gelatinierbarkeit der guanylsauren Salze als Beweis fiir ein 
groBbes Molekiil heranziehen. Die Gelatinierbarkeit, die wir 
auch des 6fteren an unseren Priéparaten beobachtet haben, 
findet sich bei Siiurederivaten aus der Zuckerreihe sehr hiiutig; 
so zeichnet sich z. B. das epizuckersaure Baryum, das doch 
ganz gewif ein einfacher Korper ist, durch hervorragendes 
Gelatiniervermégen aus. Méglicherweise gibt es ja, analog den 
Zuckern und Peptiden, Mono- und Polyguanylséuren. 

Viel wichtiger als diese Fragen sind vorliufig die Fragen 
nach der Konstitution der Pentose der Guanylsiure und die 
Art der Verkniipfung der einzelnen Spaltstiicke. Durch Spaltung 
mit starker HNO, kann man z. B. das Guanin abspalten und 
erhiilt einen reduzierenden Rest mit organisch gebundener 
Phosphorséure. Die Untersuchung dieses Komplexes, dessen 
Forme! leicht theoretisch zu berechnen ist, ist noch nicht ab- 
geschlossen. Wir haben dann ferner sehr viel kostbares Material 
aufgewendet, um das von Levene?) beschriebene Guanosin zu 
bekommen. Aber trotzdem wir uns genau an die von Levene 
gegebenen Vorschriften hielten, ein anderes Mal, nach der von 
Levene fiir den inosinsauren Baryt angegebenen Vorschrift, 
unser Ba-Salz 4 Stunden im Rohr bei 135° erhitzten, konnten 
wir nur Fliissigkeiten erhalten, die entweder noch allen Phos- 
phor in organischer Bindung enthielten, oder bei denen schon 
eine weitgehende Guaninabspaltung neben der Phosphorsdure- 
abspaltung eingetreten war. 

Ks wurden z. Bb. 3 g saures guanylsaures Kali in 50 ccm 
Wasser unter tropfenweisem Zusatz von Kalilauge geldst. Die 
nun stark alkalisch reagierende Losung wurde sehr vorsichtig 
mit Essigsiiure neutralisiert; aber ehe Neutralitéit erreicht war, 
entstand schon auf Zusatz eines jeden Tropfens Essigsaure ein 
dicker, weiber Niederschlag (eben wieder schwerlosliches, saures 
guanylsaures Kali). Trotzdem wurde nun weiter mit dem Zu- 
satz der Essigsiure fortgefahren, bis die iiber dem Nieder- 


1) Ber., Bd. XLII, S. 2473 u. 2476. 
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schlag stehende Fliissigkeit gerade eben anfing, auf blaues 
Lackmuspapier sauer zu reagieren. Dann war aber die schwach 
alkalische Reaktion auf rotes Lackmuspapier noch nieht ganz 
verschwunden. Nun wurde die Aufschwemmung 4 Stunden 
lang im geschlossenen Rohr im Schiefofen auf 135° erhitzt, 
nach dem Erkalten war der gesamte farblose Roéhreninhalt 
gelatiniert. Beim Offnen der Rohre starker Geruch nach Acet- 
amid. Reaktion vollkommen neutral. Wieder in Liésung ge- 
bracht, zeigte sich schwache Linksdrehung bei der Polarisation, 
keine Reaktion mit Diazobenzolsulfosiure, kein Niederschlag 
mit Magnesiamixtur. 

Bei einem anderen Versuch wurden wieder 3 g wie oben 
behandelt; aber dieses Mal wurde mit dem Zusatz der Essig- 
siiure solange fortgefahren, bis die alkalische Reaktion auf rotes 
Lackmuspapier vollkommen verschwunden war; dann reagierte 
aber die Fliissigkeit auf blaues Lackmuspapier sehr deutlich 
sauer. Nachdem 4 Stunden auf 135° erhitzt war — dieses 
Mal im Autoklaven —, zeigte sich beim Offnen der Réhre wieder 
ein starker Geruch nach Acetamid. Die urspriingliche farblose 
Lisung, die tiber Nacht gestanden hatte, hatte sich von der 
Oberfliiche her stark gebriiunt, sodaB oben in der Fliissigkeit 
eine breite, dunkelbraune Zone sich befand. Eine polarimetrische 
Untersuchung war nicht mdglich, Reaktion mit Diazobenzolsulfo- 
siure kriftig, desgleichen dicker Niederschlag mit Magnesiamixtur. 

Hier war also im Gegensatz zum ersten Versuch eine 
vollkommene Spaltung eingetreten. Levene schreibt fiir die 
Spaltungen eine Reaktion vor,!) die weder schwach sauer noch 
alkalisch sein soll — eine solche Reaktion zu bekommen, ist 
uns bisher nicht mdglich gewesen. 

Bei der Isolierung des Guanosins aus diesen F'liissigkeiten 
nach Levene haben wir in der betreffenden Fraktion entweder 
nichts, oder einen gelatindsen Niederschlag erhalten, der stets 
phosphorhaltig, also nur unzersetzte Guanylsiure war. Ein end- 
giltiges Urteil iiber die Existenz des Guanosins wollen wir damit 
natiirlich nicht abgeben. 





' Ber., Bd. XLII, S. 2476. 
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Allerdings erscheint bedenklich, dai auch das Guanosin 
Levenes «immer kleine Mengen Asche enthielt» (Ber. 42, 2473), 

Wir haben endlich versucht, aus der hydrolysierten Guanyl- 
siiure die Pentose rein zu gewinnen und naher zu charakte- 
risieren., 

Dazu wurde zuniichst das Verhalten des Kalisalzes im 
polarisierten Lichte untersucht, da die Angaben uber das optische 
Drehungsverm6gen der Guanylsdure in der Literatur voller 
Widerspriiche sind. 

0,5 gin 20 ecm H,O ++ KOH gelost dreht im Halbschatten- 
apparat mit dreiteiligem Gesichtsfeld im 22 cm langen Rohr 
2” nach links, desgleichen die mit Essigsaure tibersauerte Losung, 
vor dem Ausfallen eines Niederschlages rasch untersucht. 

4g Kalisalz, in Wasser zu 100 ccm geldst, lieB sich, der 
Schwerldslichkeit des Salzes wegen, nur in der Hitze unter- 
suchen und drehte im 22 cm langen Rohr — 3,1° (bei 80° 
untersucht). 


LoOst man in verdiinnten Mineralsiiuren, so ist eine ganz 
schwache Rechtsdrehung zu konstatieren. 

Nachdem also eine deutliche Linksdrehung des sauren 
guanvlsauren Kalis konstatiert war, wurde versucht, die Pentose 
zu gewinnen. Hierfiir eignete sich natirlich nicht das Kalisalz, 
das wir fiir die ersten Versuche angewandt haben, weil das 
Kali sich aus den Untersuchungsfliissigkeiten nur schwierig 
wieder entfernen lie}; wir haben deswegen durch Umsetzung 
mit Baryumacetat uns guanylsaures Baryum hergestellt. 

50 g guanylsaurer Baryt wurden mit einem Gemisch von 
2500 ecm H,O und 130 ccm H,SO, 3 Stunden im Wasserbade 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde vom reichlich auskrystalli- 
sierten Guaninsulfat abfiltriert, die wasserklare Fliissigkeit mit 
einigen Tropfen Phenolphthalein versetzt und unter steter guter 
Kiihlung alkalifreier Baryt bis zur deutlichen bleibenden Rosa- 
fiirbung zugesetzt. Weiterer Zusatz von Baryt erzeugte nun 
keinen Niederschlag mehr. Dann wurde der Barytniederschlag 
rasch ausgeschleudert und die Lésung durch wenige Blasen 
Kohlensiiure wieder entfirbt. Nach einigem Stehen, wobei 
BaCO, und Guanin ausfillt, wurde im Vakuum eingeengt, die 
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letzten Reste Guanin durch Silbersulfat in schwach schwefel- 
saurer Loésung entfernt, das Silber als Schwefelsilber, die 
Schwefelsiure durch Baryt und der tiberschiissige Baryt durch 
Kohlenséure fortgeschafft. So kommt man zu einer stark links 
drehenden, reduzierenden, hellgelblichen Fliissigkeit, die nach 
dem Einengen im Vakuum einen schwach briiunlichen Sirup 
liefert, der mit 99°/oigem Alkohol aufgenommen werden konnte, 
ohne einen reduzierenden Rickstand zu hinterlassen. Beim 
vorsichtigen Verdunsten des Alkohols verbleibt ein heller Sirup, 
der bisher von uns auf keine Weise zur Krystallisation ge- 
bracht werden konnte. Da die Darstellung eines Osazons, das 
der Sirup mit Leichtigkeit lieferte und das von allen Unter- 
suchern iibereinstimmend beschrieben wurde, uns bei der Ahn- 
lichkeit der beiden fraglichen Osazone keine weiteren Auf- 
schliisse tiber die besondere Natur der Pentose wiirde geliefert 
haben, so haben wir uns entschlossen, das_ p-Bromphenyl- 
osazon aus dem Sirup herzustellen. Freilich ist das Arbeiten 
mit p-Bromphenylhydrazin noch unangenehmer wie mit Phenyl- 
hydrazin, die Osazone fallen zuerst gewOhnlich 6lig aus und 
lassen sich nur unter grofen Verlusten reinigen. Beim Um- 
krystallisieren aus Pyridinwasser erhalt man eine lockere Ver- 
bindung des Osazons mit Pyridin,'!) vom Schmelzpunkt 80°, 
aus dem sich das Pyridin erst durch nochmalige Umkrystalli- 
sation aus Alkohol entfernen 1abBt. 

Dagegen ist der Unterschied im Schmelzpunkt zwischen den 
beiden hier in Betracht kommenden Osazonen, dem Arabinose- 
und dem Xylose-p-bromphenylosazon grof genug, um wenigstens 
einen, wenn auch nicht sicheren und ausschlaggebenden, so 
doch mutmaflichen Anhalt fiir die Zugehérigkeit zur einen oder 
zur anderen Gruppe zu geben. 

Nachdem wir uns tiberzeugt hatten, daB die Schmelzpunkte 
der p-Bromphenylosazone reiner Arabinose und Xylose hei 180° 
resp. bei 204°, durchaus entsprechend den Angaben von Re- 
wald,?) liegen, wurde aus unserem Pentosesirup ein p-Brom- 





') Die gleiche Beobachtung hat Levene gemacht. Ber., Bd. XLII, 
S. 3247. 
2) Ber., Bd. XLII, S. 3138. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 
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phenylosazon gewonnen, daB auch nach dem Umkrystallisieren 
einen konstanten Schmelzpunkt von 180° zeigte, nachdem es 
bei 177° anfing zu sintern. Das Osazon des unbekannten Zuckers 
gab, mit Arabinose-p-bromphenylosazon gemischt, keine Schmelz- 
punktdepression. Eine optische Untersuchung unseres Osazons 
gab kein eindeutiges Resultat. 

Es scheint also, als ob die letzte Angabe der vorher recht 
widerspruchsvollen Beobachtungen') Levenes zutreffend ist, 
dafi der Zucker der Arabinosereihe angehort. Jedenfalls ist 
er nicht identisch mit der Pentose, die Neuberg?) aus dem 
Extrakt der ganzen Pankreasdriisen gewann und als I-Xylose 
identifizierte und die Rewald®) neuerdings als p-Bromphenyl- 
osazon isolierte. Nach diesen Resultaten miissen also mindestens 
zwei Pentosen im Pankreas vorkommen. Wir werden diese 
Verhiiltnisse weiter untersuchen. 

Insbesondere wiirde die Guanylsiiure sich auch von der 
Inosinsiiure*) dadurch unterscheiden, dafi man bei der Hydrolyse 
mit verdiinnter Schwefelsiiure eine andere Pentose bekommt. 

Gelegentlich einer Spaltung des sauren guanylsauren Kalis 
analog der vorstehend beschriebenen Spaltung wurden auch 
Reduktions- und Drehungsbestimmungen in der reduzierenden 
Restiliissigkeit vorgenommen. Es waren 21,75 g guanylsaures 
Kali hydrolysiert und ohne besondere quantitative Vorsichts- 
mafregeln aufgearbeitet. Die Pentoselodsung wurde auf 100 ccm 
aufgefiillt und 10 cem verdiinnt mit 10 cem H,O nach Fehling 
titriert. Darnach waren in der Flissigkeit 5 g Zucker, auf 
Traubenzucker berechnet, vorhanden. 


In 10 ecm-Rohr drehte die Losung — 0,97°. Nimmt 
man als spezifische Drehung die von Haiser fiir die Pentose 
der Inosinsiiure gefundene Drehung |a] = — 19,61,5) so er- 


') Siehe auch Neuberg, Ber., Bd. XLII, S. 2806. 
*) Neuberg, Ber., Bd. XXXV, S. 1467. 
‘) Ber., Bd. XLII, S. 3135. 
‘) Haiser und Wenzel, Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXIX, 8. 157; 
Bd. XXX, 5. 147. — Neuberg und Brahn, Biochem. Zeitschrift, Bd. V, 
S. 449; Ber., Bd. XLI, S. 3376. 
Monatsh. f. Chemie, Bd. XXX, S. 147. 





Uber die Guanylsaéure aus der Pankreasdriise. II. ol 


halt man, hieraus berechnet, 4,9 g Pentose, also eine geniigende 
Ubereinstimmung zwischen Titration und Drehungsbestimmung. 
5 g Zucker aus rund 20 g Guanylsiiure wiirden einem Prozent- 
gehalt von 25°/o entsprechen. Wenn man bedenkt, dai nicht 
quantitativ gearbeitet worden ist, so steht die Ausbeute nicht 
im Widerspruch mit der ftir die Formel C,,H,,KN.O.P ver- 
langten Theorie. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Griifin 
Bose-Stiftung ausgefihrt. 











Zur Ausscheidung der Atherschwefelsdure und Glukuronsdure 
nach Eingabe aromatischer Substanzen. 
Von 


Dr. Felix Stern. 


(Aus der stadtischen Krankenanstalt in Kiel. 
Dirigierender Arzt: Prof. Dr. Hoppe-Seyler.,) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Juli 1910.) 


Wihrend die Bindung der bei der Darmfiulnis entstehenden 
aromatischen Substanzen an Schwefelsiure und deren Ver- 
mehrung durch kiinstliche Zufuhr derartiger Substanzen schon 
von Baumann!) erkannt ist, auch die Mengenverhiltnisse spater 
mehrfach genau untersucht wurden, sind unsere Kenntnisse 
von der unter gleichen Umstiinden erfolgenden Glukuronsiure- 
ausscheidung noch relativ gering. Dal unter diesen Bedingungen 
liberhaupt Glukuronsiiure gebildet wird, besonders wenn die 
Schwefelsiiure erschOpft ist, wurde zwar schon vor liangerer 
Zeit von Kiilz und G. Hoppe-Seyler?) nachgewiesen, welche 
nach Kingabe von Indol bezw. indoxylbildenden Substanzen starke 
Linksdrehung des Harns beobachteten; auch wurde spiter die 
Glukuronsiure als normales Stoffwechselprodukt mit der gleichen 
entgiftenden Funktion wie die Atherschwefelsiiure von P. Mayer 
und C. Neuberg*) erkannt. Jedoch gestatteten die bisher 
ublichen Methoden der Glukuronsiureuntersuchung keine genaue 
quantitative Bestimmung, sondern lieferten immer nur Mindest- 
werte. Infolgedessen existieren auch noch verhiiltnismibig 
wenige Mitteilungen tiber die Beziehungen, welche zwischen 
der Atherschwefelsiiure- und Glukuronsiiureausscheidung im 


') E. Baumann, Diese Zeitschrift, Bd. I, S. 60 ff. 

E. Baumann u. Herter, Diese Zeitschrift, Bd. I, S. 224. 
*) Kiilz, Archiv f. d. gesamte Physiologie, Bd. XXX, S. 

G. Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 404. 
‘) P. Mayer u. C. Neuberg, Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 526 


i 
487. 
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normalen Stoffwechsel und bei kiinstlicher Zufuhr aromatischer 
Substanzen herrschen. 

Zu diesen gehdren die Arbeiten von Bela v. Fenyvessy,') 
welcher bei Untersuchungen an Kaninchen und Hunden fand, 
dafi zwar schon bei kleinen Phenolmengen Glukuronsiiure neben 
Atherschwefelsiiure ausgeschieden wird, eine wesentliche Ver- 
mehrung aber erst nach Erfillung der SO,-Synthese stattfindet. 
Im Hunger ist die Glukuronsiiuremenge nicht vermindert, durch 
Zufuhr von Traubenzucker wird sie nicht gesteigert. Ahnliche 
Angaben macht K. Lewin,?) welcher Vermehrung der Glukuron- 
siiureausscheidung durch Phenol und Indol fand, wenn die zur 
Bindung noétigen Atherschwefelséuremengen nicht mehr aus- 
reichen. 

P. Mayer’) sah Vermehrung der an Phenol und Indoxyl 
gebundenen Glukuronsiure auf Kosten der Atherschwefelsiiure 
bei gleichzeitiger reichlicher Traubenzuckerzufuhr infolge ge- 
storter Zuckeroxydation. 

Weitere Kenntnisse in dieser Frage sind nur zu erwarten 
bei genauerer quantitativer Bestimmung der Glukuronsiure. 
Da wir die Moglichkeit dazu jetzt durch die von C. Tollens*) 
ausgearbeitete Salzséuredestillationsmethode, welche bei den 
bisher am Menschen angestellten Versuchen mit grOéfiter Wahr- 
scheinlichkeit genaue Glukuronsiéiurewerte geliefert hat, besitzen, 
habe ich mit Beniitzung dieser Methode unter Leitung des Herrn 
Prof. Hoppe-Seyler am Kaninchen eine Reihe von Versuchen 
angestellt, welche die Beziehungen zwischen Atherschwefelsiiure- 
und Glukuronsiiureausscheidung nach Eingabe aromatischer Sub- 
stanzen darlegen sollen. 





*) Fenyvessy, Zur Glukuronsiurefrage. Arch. intern. de pharma- 
cologie, Bd. XI, S. 407. 

Idem. Bedingungen der SO,-Synthese des Phenols und deren Ver- 
jalten zur Glukuronsdéure. Magyar Orvod Archivum, Bd. VI. 

2) K. Lewin, Uber die Bildung von Phenol und Indoxy] im inter- 
mediaren Stoffwechsel und deren Beziehung zur Glukuronsiureausschel- 
dung. Hofmeisters Beitr., Bd. I, S. 472. 

*) P. Mayer, Uber Glukuronsiureausscheidung. Hofmeisters 
Beitr., Bd. II, S. 217. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 98. 
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Die Methode der Glukuronsiiurebestimmung ist in der 
oben zitierten Arbeit von Tollens so genau geschildert, daf 
auf nochmalige ausfiihrliche Beschreibung fiiglich verzichtet 
werden kann. Thre Grundprinzipien sind: Fiéllung des Harns 
durch Bleiessigammoniak, Zersetzung des Niederschlags durch 
HC! und gleichzeitige Destillation des dabei sich bildenden 
Furfurols, Fiillung desselben durch Phloroglucin und Wigung 
des Furfurolphloroglucids. Die spiiter sich als notwendig_ er- 
weisende Korrektur der Phloroglucidwerte um je 13 mg,!) 
welche durch die Bildung geringer Furfurolmengen aus dem 
mitbenutzten Filtrierpapier bedingt wird, ist auch bei vor- 
liegenden Untersuchungen beriicksichtigt. Dab bei diesen Be- 
stimmungen bedeutend héhere Glukuronsiiurewerte als nach den 
iilteren Untersuchungsmethoden gefunden wurden, sei nochmals 
hervorgehoben. AuSerdem ist zu beriicksichtigen, da sich in 
der Bestimmung doch leicht kleine Ungenauigkeiten einstellen, 
welche besonders anscheinend bei der Destillation eintreten 
und kaum vermeidbar sind. Auch bei der Waschung des Phloro- 
glueidniederschlages mit 150 cem Wasser tritt zwar in den 
meisten Fiillen, aber doch nicht immer vollige Befreiung vom 
Chior ein, besonders wenn der Asbestfilter etwas zu dick war. 
Zu diinne Filter sind aber zu vermeiden, da das Filtrat sonst 
leicht triib wird. Infolgedessen wies der stets mitangestellte 
Kontrollversuch hiiufig eine Differenz von 5—10°/o auf, auch 
in Fiillen, in denen ein grober Fehler bei der Untersuchung, 
der hiitte beriicksichtigt werden kénnen, nicht offenbar war. 
Diese Differenz ist in den gefundenen Werten also stets in 
Rechnung zu stellen. 

Bei den Versuchen ging ich im AnschluB an die Unter- 
suchungen, welche vor liingerer Zeit G. Hoppe-Seyler?) an- 
gestellt hat, von der Orthonitrophenylpropiolsiiure aus, welche 
im Organismus durch einen Reduktionsprozef in Indoxyl tiber- 
gefiihrt wird. Diese Substanz erschien praktisch, da sie, wie 
schon in den oben erwiihnten Versuchen festgestellt war, vom 
Kaninchen gut vertragen wird und auch in den von uns ver- 


‘YC. Tollens u. F. Stern, Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, H. 1. 
*) G. Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. VIL. 
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wandten Mengen keine Glukosurie oder Albuminurie hervorruft, 
welche bei der Glukuronsiiurebestimmung von stOrendem Ein- 
fluB gewesen wiren. 

Versuch I. 

Es wurde zuerst einem ca. 4 kg schweren Kaninchen, das 
bei Kohlfiitterung belassen war, 1,0 der Substanz, welche durch 
vorsichtigen Zusatz von Natriumearbonat als Natriumsalz in 
Wasser gelist war, mittels Schlundsonde gegeben. 

Die folgende Tabelle zeigt die dabei eintretenden Ver- 
iinderungen besonders der Schwefelsiiureausscheidung. 


Neen EE ee 











Gesamt- a) b) | Purfarol- 
schwefel- Priifor- 


Tan uhiiks tae Ather- |. és phloro- 
ag Saure 1n es mierte a ) 


a. 


Bemerkungen 





“ MT i y of lie or ) = 
Als H,SO, Schwefel- schwelel | ener 
berechnet, saure Saure | | menge 
| | ian | , 
1 — — — | — | 00,0225 Kohlkost 
2 a ae _— | — | 0,0552 
| | 1,0 Orthonitro- 
pheny!propiol- 
saure 
3 1.143 1,068 O175 | 61 O186 
t | 0,934 0.897 0,037 | 242 0,045 
5} 0,691 | 0,643 0,048 | 13,4) 0,1200 
6 1,082 1,032 0,050 | 20,2 0,1010 


Aus der Tabelle geht die erhebliche Mehrausscheidung 
an Atherschwefelsiiure am Tage nach der Substanzeingabe deut- 
lich hervor; dieselbe ist in dem Versuch schon nach 24 Stunden 
beendet. Da das Kaninchen grofer war als das in den friiheren 
von Hoppe-Seyler angestellten Versuchen benutzte, und mehr 
Gesamtschwefelsiiure bildete, ist wohl auch die friiher erzielte 
Minderung der Verhiiltnisziffer von priiformierter zu gebundener 
Schwefelsiiure bis auf 3,6 nicht ganz erreicht worden. Die 
Vermehrung der Atherschwefelsiiuremenge, welche sich in den 
friiheren Versuchen auf 48 Stunden ausdehnte, ist quantitativ 
in dem jetzigen ungefiihr die gleiche; sie betriigt, wenn wir 
als Durchschnittswert unter normalen Verhiiltnissen 0,045 g 
annehmen, 0,135 g. 

Schwieriger gestaltet sich die Beurteilung der gleich- 
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zeitigen Glukuronsiureausscheidung. Da das Kaninchen mit 
Kohl gefiittert wurde, mufi man annehmen, dai der Harn, wie 
schon C. Neuberg und Wohlgemuth?’) dargelegt haben, die 
in der Nahrung enthaltenen Pentosen bezw. Pentosane teil- 
weise wieder ausschied. Da diese Pentosen wohl, zum Teil 
wenigstens, auch in den Bleiessig-Ammoniakniederschlag mit 
iubergingen, wird eine gewisse Menge des bei der Destillation 
entstandenen Furfurols auf diese zu beziehen sein. Es ist des- 
halb bei diesem Versuch absichtlich die Umrechnung des ge- 
bildeten Furfurolphloroglucids in Glukuronséure unterblieben, 
da ohne weiteres nicht zu entscheiden ist, wieviel Furfurol 
von Pentosen und wieviel von Glukuronsaéure herstammt. 

Von einiger Bedeutung scheint trotzdem die erhebliche 
Steigerung der Phloroglucidmenge am 1. Tage nach der Ein- 
gabe der Orthonitrophenylpropiolsiure zu sein. Obwohl das 
Allgemeinbefinden des Kaninchens an diesem Tage kaum ge- 
stOrt war, auch auffallige Beeintrichtigung der Freflust dies- 
mal nicht gerade beobachtet wurde, diirfte das Tier wohl 
nicht an diesem Tage gerade so viel mehr Kohl als an den 
vorangehenden gefressen haben, dafi dadurch die Steigerung 
nur auf Pentosen zu beziehen wire. 

E's hat also wohl sicher auch eine Steigerung der Glukuron- 
siiureausscheidung stattgefunden, wenn auch ein eindeutiges 
Resultat bei Kohlfiitterung nicht erzielt werden kann. Grof 
ist diese Vermehrung vielleicht nicht; denn auch einige Tage 
spiiter unter normalen Bedingungen ist die Phloroglucidmenge 
fast so hoch wie am Tage nach der Eingabe der Substanz: 
doch wiire sie insofern wesentlich, als dann Steigerung der 
Glukuronsiurebildung eingetreten wiire, obwohl noch reichlich 
priiformierte Schwefelsiure zur Bindung bereit war. 


Versuch II. 


Es wurde nun demselben Kaninchen, welches zuniichst 
noch bei Kohlkost belassen wurde, 3 Tage _ hintereinander 
Orthonitrophenylpropiolséure per os zugefiihrt. Dabei zeigten 
sich folgende Werte: 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXV. S. 41. 
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a 
| | 
| Gesamt- | a) b) Furfurol- | 
schwefel-| Prifor- Ather- | o- | 
Tag schwefel | ae Ather ant phloro Bemerkungen 
siure [oj} schwefel- | | glucid- 
| Schwefel- : 
ing | sdure siiure menge 
1,0 Orthonitro- 
‘pheny!propiol- 
| saiure 
! 0,562 | 0468 | 0,094 | 5,0) 0.0414 | Kohlkost 
| | | | desg] 
2 1,547 1,467 0,080 18,3 01180 
| | 
3) 0,925 ; O810 | O115 | 7,0, 01370 | 
4 1,034 | 0,996 | 0,038 | 26,2, 0,0430 | ? 
5 | 0,765 | 0,721 0,044 | 16,3) 0,0740(?) > 


Auch in diesem Versuche ist die Vermehrung der Ather- 
schwefelséure an den Tagen, an welchen Orthonitrophenyl- 
proplolsiure gegeben wurde, evident; sie ist ebenfalls schon 
in 24 Stunden beendet. Die Steigerung ist allerdings nicht so 
hoch wie bei dem ersten Versuche. Dies liegt vielleicht daran, 
daB ein grdSerer Teil der Substanz nicht resorbiert wurde. 
Man k6nnte ja auch an stirkere Heranziehung der Glukuron- 
siiure denken, zumal besonders am zweiten und dritten Tage 
die Menge des Furfurolphloroglucids eine besonders hohe war. 
Es wird aber das Resultat dadurch sehr zweideutig, dafi die 
Gesamtschwefelsiuremenge an den einzelnen Tagen — offen- 
bar infolge verschieden starker Nahrungsaufnahme — eine sehr 
differente war, und dai die ungleiche Nahrungsaufnahme ver- 
schiedene Stiirke etwaiger Pentosurie bedingte. 

Die erhebliche Differenz in den Mengen der Gesamt- 
schwefelsiiure ist auch als Ursache dafiir anzusehen, dab in 
der Proportion praformierte : gebundene Schwefelsiure grofe 
Unterschiede auch an den Tagen, an denen die gleiche Menge 
der Nitrophenylpropiolséure gefiittert wurde, sich zeigten. 

Erwiihnenswert ist in Versuch I und II eine gewisse 
Konstanz der Atherschwetelsiiureausscheidung unter normalen 
Verhiéltnissen, da deren Mengen bei ein und demselben Tier 
nur zwischen 0,037 und 0,050 schwanken. Eyvin Bang?!) 





‘) Eyvin Bang, Fiitterungsversuche mit Indol. Diese Zeitschrift, 
Bd. XXVII, S. 557 ff. 
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hat beim Hund unter normalen Bedingungen etwas. stiirkere 
Schwankungen festgestellt. 


Versuch III. 


Um nun die stérende Pentosenbeimengung des Harns 
mOglichst ausschliefen zu kénnen, wurde demselben Kaninchen 
die Substanz nach mehrtiigiger Hungerperiode gegeben, drei 
Tage hindurch danach der Harn untersucht, wiihrend das 
Kaninchen weiter hungerte. Am vierten Tage bekam es wieder 
Kohl zu fressen. Da das Tier am Tage vor Einfiihrung der Sub- 
stanz auberordentlich wenig Urin hatte, war es leider nicht még- 
lich gewesen, an diesem Tage eine Bestimmung vorzunehmen. 

Bei diesem Versuch wurden folgende Werte erhalten: 


Sk A TE ARTS SOLE PN A A A Oe ATTA AETOLS TT SET II FR LO I BEE Cae 

















Ge- S I») Furfurol-, Glu- | 
Tag samt- shear ‘Ather-- a:b | phloro- (kuron--  Bemerkungen 
H,SO, 1,80, H,SO, | glucid | siure 
1,0 Orthonitropheny]- 
propiolsaure 
1 0.558) 0,436 0,122) 3,5 | 0,08 | 0,09 | niichtern 
2 0,570 0,468 0102 45 | 0,0075  0,0225 
3 0.217 0,179 | 0,038) 4,7 | 0,031 | 0,093 | 
4 1,405! 1,346 | 0,059) 228 | 01215 | — | Kohlkost 


Da das Kaninchen wiihrend der Versuchsreihe hungerte, 
ist die geringere Gesamtschwefelsiuremenge ohne weiteres ver- 
stiindlich. Demgegeniiber ist die Steigerung der Atherschwefel- 
siiureausscheidung nach Eingabe der Substanz, die in diesem 
Versuch 48 Stunden anhilt, nicht vermindert. Wenn wir niim- 
lich annehmen, dafi am dritten Tage die Menge der gebundenen 
Schwefelsiiure nicht mehr von der zugefiihrten Orthonitropheny!- 
propiolsiiure beeinflu{t wurde, erhalten wir einen Wert, der 
dem in Versuch I bei gleichfalls einmaliger Substanzgabe un- 
gefiihr entspricht (+--+ 0,144). 

Die gleichzeitige Bestimmung der Glukuronsiiure fordert 
auch in diesem Versuch ein schwer zu deutendes Resultat. 
Wohl diirfen wir annehmen, dab in dieser liingere Zeit dauernden 
Hungerperiode die Menge des berechneten Furfurolphloroglucids 
allein auf Glukuronsiiure zu beziehen ist — Eiweif und Trauben- 
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zucker enthielt der Harn nicht —, doch findet sich eine aut- 
fallende, schwer erklirliche Inkonstanz der Glukuronsiiure- 
mengen. Da nach dem Absinken am 2. Tag unerwartet wieder 
ein Anstieg bis zur Hohe des 1. Tages erfolgt, ist die Frage, 
ob durch die Substanzgabe auch die Glukuronsiiure vermehrt 
ausgeschieden wurde, nicht klar entschieden. Aber auch dieses 
negative Resultat ist insofern nicht unwesentlich, als wir eine 
‘ihnliche Inkonstanz der Glukuronsiiureausscheidung beim Ka- 
ninchen — im Gegensatz zu den Versuchen, die mit dieser 
Methode am Menschen ausgefiihrt sind — mehrfach beobachtet 
haben (s. u.). 

Leicht verstiindlich ist die starke Vermehrung der Ge- 
samtschwefelsiure am 4. Tag, an dem das Tier wieder Kost 
hekam, zumal das tiberhungerte Tier an diesem ‘Tage mit 
crofer Gier erhebliche Mengen frah. Die gleichzeitig eintretende 
erhebliche Steigerung des Phloroglucidwertes diirfte hauptsich- 
lich durch erneute Ausscheidung von Pentosanen bedingt sein. 

Versuch IV. 


Da in dem vorangehenden Versuch die Bestimmungen der 
Glukuronsiiure kein ganz eindeutiges Ergebnis geliefert hatten, 
auferdem der Harn am Tage vor der Substanzgabe nicht hatte 
untersucht werden kénnen, wurde einem Kaninchen unter den 
e\eichen Bedingungen (Hungerzustand) noch einmal Orthophenyl- 
propiolsiure gegeben, und zwar in etwas grodberer Dosis (1,5). 
Nal’ bei typischer Beeinflussung der Atherschwefelsiiureaus- 
scheidung wiederum auffallende Inkonstanz der Phloroglucid- 
menge sich zeigte, lehrt folgende ‘Tabelle: 


oemamnienentel — 




















(ie- a) b) | , 
samt ae ; Furfurol- Gluku- 

_ | sdmt- | Prafor- hitiar. | 

Tag schwe- mierte a:b | phloro- | ron- | sjemerkungen 


~ a schwefel- | 
lel- | Schwefel- | glucid siiure 





siure siiure saure 
| §=0,113 0105 | 0,008 | 13,2 0 QO Hunger 
1.5 Orthonitro- 
phenylpropiol 
sauure 
2 | 0,417 0.349 0.068 5,1 0,037 0.1110 
3 0,113 0,069 0.044 1.6 O008 = 0,024 


t 0,275 0.270 0.005 D4,0 0.0565 01695 
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Bei diesem Kaninchen, welches etwas kleiner als das 
zuerst benutzte war und ebenfalls schon mehrere Tage vor 
der Substanzeingabe gehungert hatte, ist die Gesamtschwefel- 
siiuremenge kleiner als in Versuch III, nimmt aber parallel 
dem Ansteigen der Atherschwefelsiiure am Tage nach der Ein- 
gabe zu. Auch die Menge der gepaarten Schwefelsiiure ist 
bei dem Tier, bei dem offenbar nur noch wenig Faulnisprozesse 
im Darm stattfanden, anfangs aufSerordentlich gering. Ihre 
Steigerung nach der Substanzgabe ist zwar nicht so hoch wie 
in Versuch III, aber doch ganz erheblich. Auch hier erstreckte 
sich die Wirkung der Orthonitrophenylpropiolsiure auf 48 Stun- 
den, wie in dem vorhergehenden Hungerversuch, wiihrend in 
den beiden Versuchen mit Kohlfiitterung die Einwirkung dies- 
mal schon nach 24 Stunden erschépft war. 

Ebenfalls wohl als Folge sehr geringer Fiiulnisprozesse 
ist das Fehlen einer wiigbaren Glukuronsiéureausscheidung am 
ersten Versuchstag anzusehen. Die an diesem Tage gewonnene 
Furfurolmenge war niimlich so gering, dai sie in Beriick- 
sichtigung des aus der Cellulose stammenden Furfurols dadurch 
vollkommen in Beschlag genommen wurde. Es ist zugleich ein 
Beweis dafiir, dai der Harn —- schon nach kurzem Hungern — 
pentosenfrei war. Dab dieser Mangel nicht etwa auf einer 
Unfiihigkeit des Organismus, im Hungerzustand Glukuron- 
siiure zu bilden, beruht — sei es nun, dab man ein Entstehen 
aus dem zweifellos noch nicht erschopften Glykogenvorrat des 
K6rpers oder aus dem Kohlenhydratrest der EKiweilistoffe an- 
nimmt —, geht aus der Tatsache hervor, daB am Tage nach 
Eingabe der Orthonitrophenylpropiolsiiture prompt in erheb- 
lichen Mengen Glukuronsiiure gebildet wird. Dies ist auch 
insofern wesentlich, als es wieder zur Bildung von Glukuron- 
siiure kam, obwohl noch reichlich priiformierte Schwefelsiure 
zur weiteren Paarung mit Indoxyl zur Verfiigung stand (cf. Ver- 
such I). 

Wie in der Atherschwefelsiiureausscheidung besteht auch 
beziiglich der Glukuronsiiureausscheidung zwischen Versuch III 
und IV ein vollkommener Parellelismus: Anstieg am 1. Tage 
nach Einfiihren der Substanz, Absinken am 2. Tage, erneuter 
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Anstieg am 3. Tage. Die Verhiiltnisse am 1. und 2. Tage sind 
eindeutig: worauf der erneute Anstieg am 3. Tage beruht, ist 
dunkel. Da das Kaninchen noch hungerte, ist erneute Pen- 
tosurie wohl auszuschliefen, auch sonst war in beiden Malen 
keine Substanz nachzuweisen, welche eventuell in der Be- 
rechnung des Phloroglucids hatte eine Rolle spielen kinnen. 
Infolgedessen kann angenommen werden, dafi der Phloroglucid- 
wert vollig auf Glukuronsiiure bezogen werden muS. Es zeigt 
sich dann dieselbe, bis auf weiteres riitselhafte Inkonstanz, 
welche schon in Versuch III erwahnt worden ist. 


Versuch V. 

In der Absicht, die Wirkung der Orthonitrophenylpropiol- 
siiure unter natiirlicheren Verhiiltmissen, als dies im Hunger- 
zustand der Fall ist, nochmals zu studieren, dabei aber die in 
der Glukuronsiiurebestimmung stérende Pentosenbeimengung 
des Harns zu vermeiden, wurde die Substanz noch einmal ge- 
geben, wiihrend das Kaninchen mit pentosenfreier Kost, Brot 
und Milch, gefiittert wurde. Die Milch wurde dem Tier zweimal 
tiiglich mittels Sonde eingeflO{t, wiahrend es von dem Brot 
spontan fraf, allerdings sehr verschieden grobe Mengen. 

Die Ergebnisse sind wieder tabellarisch zusammengestellt: 











_ | | | ; | 
Ge a) | _ 5) | Fur- — Gluku- 
_ | samt-| Sulfat- | Ather- | furol- | | 
Tag schwe-, schwe- | schwe- @:)D | ron- Bemerkungen 
, oa foe i phloro- | : 
- | fel- |  fel- saure 
saure | siure | siure | glucid | | 
| | 
1; — | — Boo ba 0,0617 | 0, 18: 52 Brot — Milch 
2 | 0,332) 0,315 | 0,017 |18,5, 0,03857 0, 1072 desgl. 


| | 1,5 Orthonitro- 
phenyl!propiol- 


| 


3 | 0,294) 0,263 | 0,031 | 8,5 0,1480 a 140, 


| | 
| | 








saure 
4 0,346 | 0,325 | 0,021 |15,5 0,1260 | 0.3780 , 
5 0,167) 0,119 | 0,048 , 2.5. 0,058 | 0, 1755 
6 0,182! 0,168 | 0,014 12,0 0,054 | 0,162 | > 


Diese Tabelle liefert uns nun gar keine eindeutigen Er- 
gebnisse, weder beziiglich der Wirkung der Substanz auf die 
Atherschwefelsiiure- noch auf die Glukuronsiiureausscheidung. 
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Die Atherschwefelsiituremenge, die von vornherein gering war, 
wird durch die Eingabe der Substanz nur unbedeutend ge- 
steigert; die Differenz zwischen den beiden Tagen vor und 
nach der Zufuhr betrigt nur 21 mg. Dabei war die Indoxyl- 
menge am Tage nach der Substanzeingabe, wie aus dem starken 
Ausfall der Indoxylreaktionen hervorging, zweifellos gesteigert. 
Man denkt infolgedessen wieder an stiirkere Bindung an Glu- 
kuronsiiure, doch ist auch diese nicht mit Sicherheit nachzu- 
weisen, da die auffallende und nicht erkliirbare Steigerung der 
Phloroglucidmenge am Tage vor Eingabe der Orthonitrophenyl- 
propiolsiiure das Resultat tribt. 

Ich fiihre diesen Versuch hauptsachlich aus dem Grunde 
an, um zu zeigen, daB bei Untersuchungen tiber Atherschwefel- 
siiure- und Glukuronsiiureausscheidung Brot—Milch—Fiitterung 
nicht angebracht ist. Dies liegt wahrscheinlich hauptsiichlich 
daran, daf die Kaninchen diese Kost, an die sie nicht gewohnt 
sind, in sehr ungleichen Mengen genossen, wihrend sie den 
Kohl gleichméfig gern fraben, und dab vielleicht auch abnorme 
Storungen in ihrem Verdauungstraktus entstanden. Daher ist 
die Resorption der eingefiihrten Orthonitrophenylpropiolsiure 
wohl auch eine ungeniigende gewesen. 

Es diirfte sich demnach fernerhin empfehlen, in Versuchen, 
welche die Schwefelsiiureausscheidung allein beriicksichtigen, 
die Kaninchen bei der naturgemiifen Kohlkost zu belassen, 
dagegen bei gleichzeitiger Beriicksichtigung der Glukuronsiure 
die Untersuchungen im Hungerzustand vorzunehmen. 

Unter diesen Bedingungen wurden daher auch noch (an 
verschiedenen Kaninchen) eine Reihe von Versuchen angestellt, 
die den EinfluB der einfachen bei der Darmfiiulnis sich bildenden 
aromatischen Substanzen studieren, besonders auch feststellen 
sollten, ob unter den einzelnen Substanzen eine verschieden 
starke Tendenz, sich in erheblicherem Mabe mit Glukuronsdaure 
als mit Schwefelsiiure zu paaren, besteht. Es wurde den 
Kaninchen, die siimtlich schon 2—3 Tage vor Anstellung des 
Versuchs gehungert hatten, Indol, Phenol und Kresol gegeben, 
wiihrend Skatol, das im Handelswege schwieriger zu erlangen 
ist, nicht gegeben werden konnte. 
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Ich lasse zunachst das Ergebnis siimtlicher Versuche in 
Tabellenform folgen: 

















Ge- " p Fur- | Gluku- | 
-rifor- Ge- ‘urol- 
Tag) saml- | Prafor a:b | furol ron- | Bemerkungen 
) H.SO ' mierte bundene -phloro-| 
~ } , Si we) 
2“ | HSO, | H,SO, | glucia | “80% 
1 0,035 | 0016 | 0019 | O08 | oO | O | Niichtern 


| 0.3 Indol 
2 0,384 | 0,293 | 0051 | 32 | 0,078 | 0.234 


3 0,289 | 0,270 | 0.019 142 | 0,09 | 027 








Prifor- | Sulfat- | | ENloro- | 
Tag| samt- | mierte | schwe- | 2: ) | | ron- | Bemerkungen 
| H,SO, |Schwefel-| fel- | | glucid | sure | 
: | saure siure | | 
1 0,315 | 0.287 | 0,078 | 3,0 | 0,101 | 0,303) Hunger 
| | | | | 0,3 Phenol 
2 0,105 | 0,012 | 0093 | 0,13 | 0,233 | 0,609) 
3 | 0.345 | 0,259 0,086 | 3,0 | 0,091 | 0,273 | 
t| <—-_ | — | — | om | Gee tame 
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Gesamt- | 7 . b) | IPhloro- Gluku- 
Te, | Sulfat- | Ather- |. .,/| mE . ie 
Cag schwefel- | pa:b| ron- | Bemerkungen 
| schwefel- | schwefel- | glucid | _.. 
saure : ‘i | saure | 
sali saure saure | | ee 
| | | 
I 1,146 | 1,085 0,061 | 16,1 0,08 (024 | Hunger 
| | | | 0,3 Kresol 
2 0,412 | 0,268 0,144 1,2 | 0,0955, 0,2865. 
3 0,286 | 0,224 0,062 | 3,6 0,1035 0,3105 
4 0,254 | 0,220 0,034 6,5 0,136 0,408 | 


| 0,3 Phenol 
0,133 0,135 | 1,0 0,256 0,768 | 
6 0,192 , 0,131 0,041 | 3,2 0,0900 0,27 | 

Aus den Ergebnissen geht erstens die starke Steigerung 
hervor, welche die Atherschwefelsiiureausscheidung besonders 
bei Zufuhr von Indol und Kresol erféhrt. 
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Die Wirkung des Phenols ist eine etwas andere. Be- 
sonders Versuch VII zeigt, daB in geringem MaBe die Ather- 
schwefelsiureausscheidung, in eklatanter Weise aber die Menge 
der Glukuronsaéure zunimmt. Schon nach 24 Stunden ist 
diese Steigerung der Glukuronsiiureausscheidung beendet. Von 
Wichtigkeit dabei ist allerdings die Tatsache, daB an dem Tage, 
an dem Phenol gegeben wurde, die Gesamtschwefelsiuremenge 
eine auffallend geringe war und infolgedessen kaum noch prii- 
formierte H,SO, zur Bindung bereit stand. Ferner war schon 
eine sehr erhebliche Menge gebundener Schwefelsiure (0,078 
statt 0,019 im vorangehenden Versuch) vorhanden, so daf ein 
groferer Teil der Schwefelsiiure als sonst von aromatischen 
Substanzen in Beschlag genommen war. 

Etwas anders liegen die Verhiltnisse in Versuch VIII. 
Es handelte sich hier um ein sehr grofes und gut geniihrtes 
Kaninchen, dessen Schwefelsiurebildung zu Beginn des Ver- 
suches trotz mehrtiigigen Hungerns noch sehr groh war und 
nur langsam bei weiterem-Hungern successive sank. Es wurde 
in diesem Falle zweifellos ein groBerer Teil des resorbierten 
Phenols an Schwefelsiiure gebunden; daneben aber trat, obwoll 
noch geniigend freie Schwefelsiure vorhanden war, auch hier 
eine sehr erhebliche Steigerung der Glukuronsiiureausscheidung 
ein, die ebenfalls nur 24 Stunden anhielt. 

Weniger tritt die Glukuronsaurebildung nach Einfuhr von 
Indol und Kresol hervor. In Versuch VI enthielt zwar nach 
der Indolgabe der Harn in reichlicher Menge Glukuronsdure, 
wihrend er vorher durch mehrtagiges Hungern (wie in Vers. IV) 
glukuronsadurefrei geworden war. Doch wird das Ergebnis da- 
durch auffallend, daB am zweiten Tage nach der Substanzgabe 
die Steigerung anhiilt, wihrend die Atherschwefelsiiuremenge 
bereits zur Norm herabgesunken, die Ausscheidung des kiinst- 
lich zugefiihrten Indols also wohl schon beendet war. Ob es 
sich da um eine regelmiéBige Erscheinung, um eine durch den 
Reiz der eingefiihrten Substanz verursachte einige Zeit anhal- 
tende tiberschiissige Bildung von Glukuronsiure handelt, miibten 


weitere Versuche lehren. 
Noch weniger deutlich ist der Einflu8 der Vergiftung auf 
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die Glukuronsiiurebildung in dem Kresolversuch. Hier wie in 
Versuch VII wurde trotz Hungerns noch reichlich furfurolbil- 
dende Substanz ausgeschieden. Wenn auch nicht vollig aus- 
geschlossen werden kann, daB in diesen Fiillen infolge viel- 
leicht zu kurzer Hungerperiode noch Pentosane in geringer 
Menge ausgeschieden wurden und an der Furfurolbildung sich 
beteiligten, so wiirde auch in diesem Falle natiirlich die Ver- 
mehrung der Glukuronsiure durch Phenol bei der hochgradigen 
Steigerung des Furfurolphloroglucids am entsprechenden Tage 
unzweifelhaft bleiben. Und ferner kann man die gesamte Fur- 
furolmenge auch ungezwungen auf Glukuronsiiure allein be- 
ziehen, da entsprechend der noch betriichtlichen Atherschwefel- 
siureausscheidung anscheinend noch reichlich Fiiulnisprozesse 
in dem langen Darmkanal des Kaninchens stattfanden. 

Jedenfalls hat in dem Versuch das Kresol im Gegensatz 
zu der starken Atherschwefelsiurevermehrung eine 
héchstens geringe Steigerung der Glukuronsiureaus- 
scheidung bedingt. Unklar ist dabei die langsame Mehrung 
der Phloroglucidmenge in den folgenden Tagen, welche erst 
nach der starken zweifellos durch Glukuronsiiure hervorge- 
rufenen Steigerung am Tage der Phenolftitterung wieder absinkt. 
Wir k6nnen nun, da der Harn frei von Eiweif und Trauben- 
zucker war und eine Steigerung der eventuell noch vorhan- 
denen Pentosurie im Hungerzustand unglaubhaft erscheint, wohl 
annehmen, daf an siimtlichen Versuchstagen das Ansteigen 
der Furfurolmenge die Folge vermehrter Glukuronsaéurebildung 
ist. Wir sehen dann dieselbe Inkonstanz, die wir schon mehr- 
fach beim Kaninchen beobachtet haben. 

Das Verhiltnis der priiformierten zur gepaarten Schwefel- 
siiure ist zwar in allen Versuchen bestimmt worden, doch 
legen wir darauf weniger Wert als auf die absolute Steigerung 
der Atherschwefelsiiure, da sich zeigte, daf besonders im 
Hungerzustand und bei Brot-Milchfiitterung die Menge der ge- 
bildeten Gesamtschwefelsiure in oft unberechenbarer Weise 
schwankt. Nur bei der naturgeméifen Kohlfiitterung finden 
wir (cf. Versuch I) einigermafen konstante und verwendbare 
Zahlen. 
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Beiliiufig sei noch erwahnt, daf die Kaninchen die einge- 
fiihrten Substanzen auch im Hungerzustand gut vertrugen. 
Fassen wir jetzt unsere Ergebnisse zusammen, so sehen 
wir zunachst, daf entsprechend den Erwartungen siamtliche 
eingefiihrten Substanzen, sowohl die indoxylbildende Orthonitro- 
phenylpropriolséure, als auch die einfachen aromatischen Sub- 
stanzen Indol, Phenol und Kresol eine zum Teil betriachtliche 
Steigerung der Atherschwefelséureausscheidung zur Folge hatten. 
Dieselbe ist nach Eingabe von Orthonitrophenylpropiol- 
siure nicht immer ganz gleich hoch. Es liegt das wohl an der 
verschieden starken Resorption der Substanz im Verdauungs- 
kanal. Es besteht kein groBer Unterschied, ob die Substanz 
bei Kohlfiitterung oder im Hungerzustand gegeben wird, da beim 
Kaninichen auch unter letzteren Bedingungen noch langere Zeit 
hindureh geniigend priiformierte Schwefelsadure bereit steht. 
In einem Versuch (III) ist die Menge der gebundenen 
Schwefelsiiure nach Eingabe von 1,0 Nitrophenylpropiolsdure 
mehr als doppelt (2,3 X) so hoch wie in einem unter gleichen 
Bedingungen angestellten Versuch nach Zufuhr von 0,3 Indol. 
Man kann aber nicht sagen, daf 1,0 Orthonitrophenylpropiolsaure 
etwa 0,7 Indol entspricht, da in letzterem Versuch anscheinend 
ein grOferer Teil des Indols an Glukuronsiure gebunden wurde. 
Die Glukuronsiiurebestimmung durch Uberfiihren in Fur- 
furol macht gréfere Schwierigkeiten als bei Untersuchungen 
am Menschen. Bei Kohlfiitterung wird das Resultat durch die 
Ausscheidung ebenfalls furfurolabspaltender Pentosane getriibt. 
Brot-Milchfiitterung liefert ebenfalls ungleiche Werte. Da es 
nicht gelingt, die Pentosane von der Glukuronsaure zu trennen 
und die Menge des von Pentosen stammenden Furfurols sich 
ebenfalls nicht bestimmen lat, werden die Untersuchungen am 
besten im Hungerzustand vorgenommen. Bisweilen gelingt es 
dann, neben starker Verminderung der Atherschwefelsiureaus- 
scheidung die Glukuronsiurebildung v6llig zu unterdriicken. 
Bei geniigend langem Hungern diirfte dies vermutlich in allen 
Fiillen zu erzielen sein. Es wiirde sich bei weiteren Unter- 
suchungen empfehlen, stets vor Anstellung des Versuchs schon 
8—10 Tage hindurch das Tier hungern zu lassen. Diese Mabi- 
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nahme ist unbedenklich, da die Kaninchen besonders bei regel- 
miifiger Wasserzufuhr das Hungern sehr lange vertragen. Man 
vermeidet auf diese Weise am sichersten jede stérende Pen- 
tosurie. . 

Auch nach dem volligen Verschwinden der Glu- 
kuronsdure tritt aber dieselbe in erheblichen Mengen 
im Harn wieder auf, wenn aromatische Substanzen 
dem Korper zugefiihrt werden. In einigen Versuchen 
kommt es zu reichlicher Bildung von Glukuronsaure, obwohl 
die praformierte Schwefelsaure noch lange nicht erschdpft ist. 
Dieses Verhalten beobachten wir zwar auch bei der Orthonitro- 
phenylpropiolséure und dem Indol (Versuch IV und V1), besonders 
stark aber bei dem Phenol. 

Wir kommen also hier zu etwas anderen Ergebnissen als 
Fenyvessy (lI. ¢.), der ja die wesentliche Vermehrung der 
Glukuronséureausscheidung durch Phenol erst nach Erschépfuug 
der freien Schwefelsiure eintreten sah. Es entspricht aber dieses 
Verhalten ahnlichen Beobachtungen, die ktrzlich C. Tollens’) 
am Menschen gemacht hat. Auch dieser fand eine gewisse 
Priidilektion des Phenols fiir Glukuronsiiure gegeniiber andern 
aromatischen Substanzen, speziell Indol. In unseren Versuchen 
zeigt sich der Unterschied am deutlichsten zwischen Kresol und 
Phenol, da in derselben Versuchsreihe Kresolzufuhr eine nicht 
deutliche, Phenol eine bedeutende Steigerung der Glukuron- 
siure zur Folge hat. 

Wohl infolge der starken Darmféaulnis des Kaninchens 
ist die Atherschwefelsiureausscheidung im Verhiiltnis zur Gréfke 
der Tiere eine relativ sehr bedeutende. Ahnlich verhilt sich 
allem Anschein nach die Glukuronsaure. Doch zeigt sich auch 
in Fallen, in denen man die gesamte Phlcroglucidmenge auf 
Glukuronsdure beziehen kann, eine merkwiirdige, ursiachlich 
noch nicht geklarte Inkonstanz, die viel erheblicher ist, als es 
sich bei Untersuchungen am Menschen gezeigt hat. 

Weitere Versuche mit Eingabe gréferer Mengen von aro- 
matischen Substanzen haben wir unterlassen, da nach den bis- 
herigen Erfahrungen (cf. u. a. Fenyvessy, K. Lewin usw.) 


1) C. Tollens, Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, S. 138. 
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wohl zur Geniige feststeht, daB nach Vollendung der SO,-Synthese 
nur noch Glukuronsiiure zur weiteren Paarung herangezogen wird. 

Aus unseren Untersuchungen geht hervor, dali bisweilen 
nach Eingabe aromatischer Substanzen auch schon betricht- 
liche Steigerung der Glukuronsduremengen erfolgt, 
wenn die priformierte Schwefelséiure noch nicht er- 
schopft ist. 

Die Vermehrung der Atherschwefelsiure auf die Zufuhr 


oder Bildung von aromatischen Substanzen, besonders Indol. 


und Kresol, tritt prompter ein als die der Glukuronsiiure. 

Die Menge der Atherschwefelsiure gibt ein 
sichereres Mab fiir die Ausscheidung von aromatischen 
Substanzen, wenn es sich nicht um sehr grobe Mengen 
von solehen handelt, da sie nicht so unberechenbaren 
Schwankungen wie die Glukuronsidure unterliegt. Will 
man den Gesamtwert der Ausscheidung aromatischer 
Substanzen im Urin beurteilen, so mu man aber auch 
die Glukuronsiiure neben der Atherschwefelsiure be- 
stimmen und die Summe beider Werte beriicksichtigen, 
besonders wenn sehr viel aromatische Stoffe im Urin 
den Korper verlassen. 

Zum Schlu8 méchte ich noch Herrn Prof. Hoppe-Seyle: 
fiir seine mannigfachen stéindigen Anregungen und die liebens- 
wiirdige Unterstiitzung bei den Untersuchungen meinen er- 
gebensten Dank sagen. 
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Zur Frage der Adrenalingewohnung. 


Von 


Dr. Leo Pollak. 


(Aus dem pharmakologischen Institut zu Wien.) 





(Der Redaktion zugegangen am 24, Juli 1910.) 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit hat Watermann!’) 
Versuche mitgeteilt, aus denen hervorgeht, dafi Kaninchen nach 
mehrtagiger Vorbehandlung mit groBen Dosen r-Suprarenin 
auf sonst sicher wirksame Gaben von I-Suprarenin nicht mehr 
mit Glykosurie reagieren. So blieb ein Tier, welches in 5 auf- 
einander folgenden Tagen 10, 20, 30, 40 und 50 mg r-Supra- 
renin subcutan erhalten hatte und dabei stets Zucker ausschied, 
am 6. Tage auf 0,4 mg der 1-Form zuckerfrei, obwohl nach 
den Erfahrungen des Verfassers und anderer Autoren diese 
Dosis sonst mit Sicherheit zu Glykosurie fiihrt. Nach einigen 
Tagen wirkt dann die gleiche Menge |-Suprarenin wieder gly- 
kosurisch, doch bleibt die GréBe der Zuckerausscheidung lingere 
Zeit auffallend niedrig. Es schien sich also in diesen Versuchen 
uum einen neuen Fall von «Immunisierung» gegen |-Suprarenin 
durch Vorbehandlung mit der r-Form zu handeln, ihnlich wie 
dies bereits friiher Abderhalden?) und seine Mitarbeiter fiir 
die toxische Suprareninwirkung an Mausen, Frohlich’) im 
akuten Versuch fiir die Blutdruckwirkung an Katzen und Hunden 
zeigen konnte. Anderseits war schon friiher von mehreren 
Autoren darauf hingewiesen worden, daf auch bei linger fort- 


") Diese Zeitschrift, Bd. LXIII (1909), S. 290. 

*) Abderhalden und Slavu, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S, 129 
1909). — Abderhalden und Kautzsch, Diese Zeitschrift, Bd. LX], 
S. 119 (1909). 

*) Zentralblatt fiir Physiologie, Bd. XXIII, Nr. 8. 
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gesetzten subcutanen Injektionen von ]-Adrenalin die Glykosurie 
schlieBlich ausbleiben kann. In einer vor ca. Jahresfrist er- 
schienenen Arbeit konnte ich‘) dann zeigen, daf diese schein- 
bare AdrenalingewOhnung in Wahrheit nur auf einer Zunahme 
der Zuckerdichte der Nieren beruht. Die fortgesetzten Adre- 
nalininjektionen erzeugen zwar noch immer eine betrachtliche 
Hyperglykiimie, die Niere laft aber trotz reichlicher Diurese 
den Zucker nicht mehr durch. 

Da es sich in den Versuchen von Watermann um einen 
analogen Vorgang handeln konnte, anderseits die Frage des 
Schutzes («Immunitiit») gegen einen chemisch wohldefinierten 
Koérper durch Vorbehandlung mit dem optischen Antipoden 
hohes theoretisches Interesse beansprucht, habe ich auf An- 
regung von Herrn Doc. Dr. Fréhlich diese Versuche neuer- 
dings aufgenommen. 

Zur Verwendung kam das r- und 1-Suprarenin der Hochster 
Farbwerke als essigsaures Salz und zwar stets in Form sub- 
cutaner Injektionen. Fiir unzersetzte Loésungen wurde Sorge 
getragen; die Blutzuckerbestimmung geschah nach Pfliiger- 
Allihn (Enteiweifung nach Schenck). 

Aus Versuch I geht hervor, daB der durch Vorbehandlung 
mit r-Suprarenin (in der Anordnung von Watermann) erreichte 
Schutz gegen |-Suprarenin kein betriachtlicher ist. Wiahrend 
in den Versuchen von Abderhalden und Kautzsch die Miuse 
gegen die 10—20fache Dose von 1]-Adrenalin beziiglich der 
toxischen Wirkung geschiitzt waren, tritt hier auf 0,7 mg 
]-Suprarenin noch Glykosurie ein; erst 0,5 mg ist unwirksam. 
(Der Schwellenwert fiir normale Kaninchen von + 2 kg liegt 
nach Abderhalden, Watermann und meinen eigenen Er- 
fahrungen bei 0,4—0,5 mg I-Suprarenin.) Jedenfalls kann man 
durch geniigend lang fortgesetzte Vorbehandlung nur mit der 
l-Form unter Umstiinden bedeutend héhere Grade von Immu- 
nitiit erzielen. In Versuch II ist es tiberhaupt nicht zu einer 
Schutzwirkung gekommen und das gleiche zeigen die beiden 
Versuche III und IV. 


') Arch. f. exper. Path. u. Pharmak., Bd. LXI, S. 162 (1909). 
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Versuch III. Versuch IV. 
Kaninchen 2400 g; Hafer, Riibe. Kaninchen 2150 g; Hafer, Riibe. 
oe : er Harn 
Datum Injektion | Zucker Anmerkung Datum Injektion 
Menge | Zucker 
|r-Suprarenin r-Suprarenin ccm 
4TH. 10 mg +t 4. /THT. 10 mg — + 
5. 20 >» 
+r 5. 20 > — -{- 
ae 6. 30. > +. 
ce 
— 5 6. 30 ag a + 
5 i 40 » -{- 
A, 
: S. HO» | -- 7: 4) » | -t- 
= '1-Suprarenin | | g 50 > ae .s 
Y. | O4mg | -{- 70 Minuten nach der Injektion Blutent- —_ | 
| | | ] 1-Suprarenin 
(0,23 %o)  Nahme (28 cem). Blutzucker: 0,36 °%o. ‘ iy ‘ | ions 
| Harnmenge: 210 ccm ai 0.4 ng 140 -r (1,2 °/o) 
| | 
(0. | 4 ie | ar mia OL : | 
I | Of | F |Harnmenge 240 ccm 10. oe 4 130 | (1,6 %.) 
| | (0,15 Jo) 
| | | 
11 | O4 » | O 11. O4 > ot 1 wh 
| | | 
12 | O04 0) | 12 0 
nN | | 
| 














Zur Frage der Adrenalingewéhnung, 13 


Die Blutzuckerbestimmungen in Versuch II und III ergaben 
betriichtliche Hyperglykiimie: 0,27°/o und 0,36°/o. Demgegentiber 
kénnte der niedrige Prozentgehalt der entsprechenden Harn- 
portionen (0,5°/o resp. 0,23°/o) auffillig erscheinen, wenn es 
iiberhaupt gestattet ist, zwischen dem Zuckergehalt des Harns 
und der (nur in einem Zeitpunkte untersuchten) Blutzucker- 
hihe bestimmte BKeziehungen zu postulieren. 

Die aus diesen Versuchen hervorgehende Unsicherheit in 
der Erzielung einer SuprareningewO6hnung trotz genau gleicher 
Versuchsanordnung entspricht ganz den Erfahrungen, die ich 
friiher bei meinen Versuchen tiber GewOhnung an ]-Suprarenin 
sammeln konnte. Manche Tiere scheiden bereits nach ein bis 
zwei Wochen hindurch fortgesetzten Injektionen selbst auf 
erOBere Adrenalindosen keinen Zucker mehr aus, wihrend 
andere, gleichgefiitterte selbst bei zwei Monate durchgefihrter 
‘Immunisierung» dauernd auf kleine Adrenalingaben mit Gly- 
kosurie reagieren. Sprach schon dieser Umstand fiir den gleichen 
Entstehungsmechanismus der GewOhnung, so geht derselbe mit 
Gewibheit aus dem Versuch V hervor. 














Versuch V. 
. . . . | 
Datum — Injektion Zucker Datum) Injektion Zucker, Anmerkung 
r-Suprarenin | r-Suprarenin | 
25. /IV. 10 mg +. 13/V. | 45 mg == 
26. 20 » + |4 | 50 » +- 
27 30 >» + | 5. | dO » -t 
28 30 >» + 1-Suprarenin 
) or 6 | 05m Q |1Stunde nachder 
— 3 v | 6 Injektion Blutent- 
() 40 » -L nmahme: 20,5 ccm 
. ‘Blut mit 0,25 °/o 
4 onfue 4 
1./\ 40 > Blutzucker. — 
2 40) > 1 + Harnmenge : 
50 ccm. 








Auf 0,5 mg |-Suprarenin keine Glykosurie bei deutlicher 
Hyperglykamie (0,25°/o) und ausreichender Diurese. Also auch 
hier Zunahme der Zuckerdichte der Nieren, keine Unterempfind- 
‘lichkeit gegeniiber Suprarenin. Daf die beobachtete Hyper- 
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glykiimie in diesem Falle nicht als Nachwirkung der grofen 
Dosis r-Suprarenin vom Tage vorher zu deuten ist, lief sich 
experimentell leicht feststellen. Auch nach 50 mg r-Suprarenin 
ist die Hyperglykamie im Verlaufe von 24 Stunden vollkommen 
abgeklungen. 

SchlieBlich ergibt sich noch die Frage, warum erst bei 
der Injektion der linksdrehenden Form sich die Zunahme der 
Zuckerdichtigkeit der Nieren bemerklich macht. Dies ist ledig- 
lich eine Frage der Dosierung. 50 mg r-Suprarenin fiihren 
trotz der schwicheren Wirksamkeit der r-Form zu bedeutend 
stiirkerer Hyperglykiimie als 0,5 mg I|-Suprarenin. In einem 
Falle fand ich nach 50 mg r-Suprarenin 0,4°/o Blutzucker, 
gegentiber 0,25°/o nach 0,5 mg ]-Adrenalin. Die Zuckerdichte 
der Nieren ist eben, wie zu erwarten stand, nur eine relative, 
auf welchen Umstand auch die erwaéhnte Unsicherheit bei der 
GewoOhnung zuriickzufiihren sein diirfte. 

Zusammenfassend lift sich also sagen, dafi man durch 
liingere Vorbehandlung mit r-Suprarernin ebensowenig einen 
wirklichen Schutz gegen die zuckertreibende Wirkung des |- 
Suprarenin erzielen kann wie dies bei Vorbehandlung mit der 
l-Form selbst der Fall ist. 


bai Siti Mahe nal Rg 
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Uber das Verhalten der Phenylessigsdure im Organismus 
des Huhns. 
Von 


G. Totani. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1910.) 


Bei der Fiitterung von Siugetieren mit den zahlreichen 
substituierten Benzoesduren oder Korpern, die durch Oxydation 
in substituierte Benzoesiure tibergefiihrt werden kinnen, werden 
bekanntlich substituierte Hippursiéiuren im Harne ausgeschieden. 
Da nun die Benzoesiiure im Organismus der Vogel nicht in die 
Hippursdure verwandelt wird, sondern in die zuerst von M. Jaffe 
entdeckte und niiher untersuchte Ornithursiure, so scheint es 
mir von Interesse, das Verhalten der substituierten Benzoe- 
siuren im Vogelkérper zu untersuchen, um so mehr, als tiber 
die Homologen der Ornithursiiure bis jetzt nur duberst diirftige 
Mitteilungen!) vorliegen. Von diesen Gesichtspunkten aus- 
gehend, habe ich zunichst die Umsetzung der Phenylessigsiiure 
im Organismus des Huhns verfolgt, die bei Siiugetieren an 
Glykokoll gekuppelt als Phenaceturséiure?) im Harne auftritt. 

Die zu den Versuchen verwandte Phenylessigsiure wurde 
nach der Methode von Mann#) dargestellt und erwies sich 
durch die Krystallform, den Schmelzpunkt und die analytischen 
Daten als absolut rein. Dieses Praparat wurde den Hiihnern, 
deren Mastdarm dicht oberhalb der Kloake unterbunden wurde, 
2 Tage lang als Natriumsalz in Dosen von 2g per Kopf in 
Wasser gelést per os eingegeben. Die einzelnen nach der Kin- 
gabe von Phenylessigsiure entleerten Harnportionen wurden 





') M. Jaffe und R. Cohn, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XX1, 
S. 3461. 

2) E. Salkowski und H. Salkowski, Diese Zeitschr., Bd. VII, 
S. 161. 

3) Mann, Ber, d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. X, S. 1925. 
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vereinigt und auf die folgende Weise verarbeitet: Der Harn 
wurde mit dem dfachen Volumen Alkohol versetzt, kurze Zeit 
erwdrmt, unter zeitweisem Schiitteln 24 Stunden lang stehen ge- 
lassen und dann abfiltriert. Die abfiltrierte alkoholische Lésung 
wurde unter stark vermindertem Druck bei 40° C. nicht tiber- 
steigender Temperatur eingedampft, der Riickstand mit wenig 
Wasser aufgenommen, stark mit Salzsiéure angesiuert und 
sofort mehrmals mit 3fachem Volumen Ather geschiittelt. Die 
iitherische Losung wurde einige Tage an ktihlem Orte stehen 
gelassen, es bildeten sich dabei allmahlich an den Wianden des 
Gefiibes und am Boden Drusen von Krystallblattchen, die durch 
Filtration und Auswaschen mit reinem alkoholfreien Ather leicht 
gereinigt wurden. 

Die Krystallmasse, die nach dem Behandeln mit Ather 
noch in der wiisserigen Losung zuriickggblieben war, wurde 
nach 24 Stunden abfiltriert, mit Wasser salzséurefrei ausge- 
waschen, in heifem Alkohol gelést, mit Tierkohle behandelt 
und nach dem Verdunsten des Alkohols bei niedriger Tem- 
peratur mit reinem alkoholfreien Ather tibergossen; es schieden 
sich dann ebenso wie aus der erwahnten atherischen Lésung, 
allmihlich Krystallblattchen aus. 

Die so gereinigten Krystallblattchen, die wir vorliufig als 
Phenacetornithursiiure bezeichnen wollen, sind éuferst schwer 
lislich in Wasser und Ather, leicht léslich in Alkohol. Sie 
werden leicht von verdiinnten Alkalien gelést und sofort durch 
Siiuren ausgeschieden. Ihr Schmelzpunkt liegt bei 139—139,5° C. 
(unkorr.). Ihre alkoholische Lésung ist rechtsdrehend. Bei 
der Analyse und Molekulargewichtsbestimmung der im Vakuum 
iiber Schwefelséure getrockneten Phenacetornithurséure wurden 
folgende Zahlen erhalten. 

0.2248 g¢ Substanz gaben 0,5656 g CO, = 68,61°/o C und 0,1340 g H,O 
= 6,62%o H. 
01852 g¢ Substanz gaben 11,65 ccm Stickstoff bei 11° C. und 766 mm B, 
entsprechend 7,62°/o N. 

Die Molekulargewichtsbestimmung geschah nach der Siede- 

methode von Beckmann unter Anwendung von Alkohol als 


Losungsmittel. 
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Alkohol Substanz Siedepunktserhdhung Gefundenes Molekulargewicht 


988¢ 0,3315 ¢ 0,107° C. 374. 
Berechnet fiir C,,H,,N,O, : Gefunden : 
C 68,43 °/o 68.61% o 
H 657° 6,62° 0 
N 7,61 0 7,620 
Molekulargewicht 368,2 374. 


Das Calciumsalz der Phenacetornithursiiure wurde in 
folgender Weise erhalten: 0,5 g Phenacetornithursiiure wurden 
in 4eem ammoniakhaltigem Wasser gelést, durch Kochen vom 
Uberschuf der Base befreit und nach dem Erkalten mit 2 ccm einer 
10°/oigen Chlorealciumlésung versetzt, wobei die Mischung klar 
geblieben war. Beim Erhitzen der obigen Mischung trat sofort 
die krystallinische Abscheidung ein, welche nach halbstiindigem 
Erwéirmen auf dem Wasserbade fast vollendet war. Dieses in 
Prismen krystallisierte Salz wurde durch Waschen mit Wasser 
vereinigt und dann bis zum Gewichtskonstanz an der Luft ge- 
trocknet. Das lufttrockne Salz zeigte nun keinen Gewichts- 
verlust selbst beim mehrstiindigen Erhitzen auf 100° C. im 


Vakuum. 
0,1850 g Substanz gaben 0,013 g CaO = 5,02" Ca. 
Berechnet fiir (C,,H,,N,0,),Ca: Gefunden: 


Ca 5,17 %o 5.02 %/o, 

Die Spaltungsversuche mit der Phenacetornithursiiure 
durch siedende Salzsiiure sind 3mal mit gleichem Erfolge an- 
gestellt worden. Hier gebe ich den einen davon wieder: 3,0 g 
Substanz wurden mit 50 cem 30°/oiger Salzsiiture 3 Stunden 
auf dem Sandbade gekocht und nach dem Erkalten mit Ather 
extrahiert. Aus den Atherausziigen bekam ich nach dem Ver- 
dunsten des Athers 2,58 g krystallinischer Substanz, eine Menge, 
die 71,4°/o der angewandten Substanz betrug. Die Krystall- 
form (rhombische Blitter), der Schmelzpunkt (76,5° C) und 
die Analysenwerte (70,55°/o G und 6,00°/o H) dieser Substanz 
stimmen vollig fiir Phenylessigsiiure. 

Die mit Ather erschépfte Fliissigkeit wurden zur Aus- 
treibung der iiberschiissigen Salzséiure im Vakuum eingedampft, 
der Riickstand in 50 cem Wasser gelést, und der Lésung ab- 
wechselnd in kleinen Anteilen unter starkem Umschiitteln und 
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Abkihlen 16 ccm 28°/oige Natronlauge und 9,75 g Benzoyl- 
chlorid hinzugefiigt, indem man die Reaktion der Fliissigkeit 
stets alkalisch bleiben lie}. Beim Ansauern dieser Lisung mit 
Salzsiure schied sich eine dicke krystallinische Masse aus, 
welche nach 12 Stunden abfiltriert, mit Wasser chlorfrei ge- 
waschen und zur Entfernung der beigemengten Benzoesiure 
wiederholt mit Ather geschiittelt wurde. Der in Ather un- 
losliche Riickstand wurde mit wenig Alkohol aufgenommen 
und stark abgekiihlt; es schieden sich blattchenformige Krystalle 
in reichlicher Menge aus, deren Schmelzpunkt bei 184° C. lag. 
Dab diese Krystalle aus der reinen Ornithursdéure bestanden, 


geht auch aus den folgenden Analysenwerten hervor. 

0,1250 g Substanz gaben 9,07 ccm Stickstoff bei 17° C. und 757 mm B, 
entsprechend 8,40°/o N. 

0.1674 g Substanz gaben 0,1674 g CO, = 67,18°/o C und 0,0904 g H,O 


= 6,00% H. 
Berechnet fiir C,,H,.N,O,: Gefunden: 
C. 67,02 ° 0 67,18 °/o 
H 85,92°/o 6,00 ° jo 
N 8.23°o 8,40°/o. 


Somit ist mit Sicherheit erwiesen, dai beim 
Kochen mit Salzsaéure sich Phenacetornithursdure 
unter Bildung von Phenylessigsdéure und Ornithin 
zersetzt. 

Zieht man nun die erwiihnten Tatsachen in Betracht, so 
unterliegt es keinem Zweifel, daB die an Hiihner verab- 
reichte Phenylessigsdure an Ornithin gekuppelt wird 
und dann als Phenacetornithursdure zur Ausscheidung 
gelangt, der héchst wahrscheinlich die folgende Kon- 
stitution zukommt: 

CH,NH—CO - CH, : C,H, 


CH, 
CH, 

| 

CH - NH—CO - CH, - C,H, 


| 
COOH. 
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Uber das Verhalten der Benzoeséure im Organismus des 
Huhns bei gleichzeitiger Zufuhr des Glykokolls. 
Von 
J. Yoshikawa. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27, Juli 1910.) 


Benzoeséure einem Siugetiere eingegeben verwandelt sich 
bekanntlich im Organismus in Hippursiiure, wiihrend dieselbe 
nach der Entdeckung von M. Jaffé*) unter gleicher Bedingung 
bei Hiihnern als Ornithurséure im Harne erscheint. Diese Ver- 
schiedenheit, die die beiden Tierarten in bezug auf die Um- 
wandlung der einverleibten Benzoesaure zeigen, kOnnte vielleicht 
dadurch bedingt sein, daf die Vorrite des Organismus des 
Huhns an Glykokoll nicht ausreichen, um bei der Benzoesaure- 
zufuhr die Bildung von Hippursaure zu ermdglichen. Es wire 
auch denkbar, dai das Huhn tberhaupt nicht befihigt sei, 
Hippurséure aus dem Glykokoll und der Benzoesiiure zu syn- 
thetisieren. Zur Erlauterung dieser Fragen habe ich folgende 
Versuche angestellt. 


Versuch 1. 

Eine kraftige Henne von 2090 g Korpergewicht. 

Nachdem dem Tiere zum Auffangen des Harns der Mast- 
darm oberhalb der Kloake unterbunden wurde, wurden ihm 
am 1. Tage 2,0 g benzoesaures Natron und 1,04 g Glykokoll, 
am 2. Tage die Halfte davon in Wasser gelist per os eingegeben. 
Die Harnmenge pro 2 Tage betrug 134,0 g; die Harnreaktion 
war stets sauer. 

Um Hippurséure aus dem Harne zu gewinnen und von 
der Ornithursaéure zu trennen, verfubr ich wie folgt: Der Harn 





') M. Jaffé, Ber. d. Deutsch. chem. Gesell., Bd. X, S. 1925. 
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wurde mit dem 5fachen Volumen Alkohol versetzt, auf dem 
Wasserbade erwiirmt, durchgeschittelt, einige Stunden stehen 
gelassen und dann filtriert. Ich dampfte das Filtrat unter ver- 
mindertem Druck bei 35—40° ab, nahm den Riickstand mit 
wenig Wasser auf und schiittelte nach starkem Anséuern mit 
Salzsiiure 3mal mit 5fachem Volumen Ather aus. Beim Stehen- 
lassen dieser Atherausziige schieden sich allmiihlich farblose 
Krystallnadeln aus, die ich als Krystalle A bezeichnen will. 
Die von Krystallen A abfiltrierte ditherische Losung lieB nach 
dem Abdestillieren des Athers eine geringe braune Masse zuriick. 
Diese Masse will ich Rtickstand D nennen. Diejenigen Krystalle, 
die nicht in den Ather tibergegangen und in der wiisserigen 
Losung suspensiert waren, wurden abfiltriert, mit Wasser ge- 
waschen, in wenig Alkohol gelist, mit Tierkohle entfiirbt, bei 
miiBiger Temperatur eingeengt und durch den Zusatz von Ather 
zur Krystallisation gebracht. Diese Krystalle will ich Krystalle B 
nennen. Die von Krystallen B abfiltrierte Fliissigkeit wurde 
3mal mit 3fachem Volumen Essigiither ausgeschiittelt, die ab- 
gehobenen Essigiitherausziige wiederholt mit wenig Wasser 
gewaschen und dann mittels eines raschen Luftstromes bei 
miiBiger Temperatur verdunstet, es blieb eine braune Masse 
zurtick, die ich als Riickstand C bezeichnen will. 

Es wurden aus 134 g Harn erhalten: 

Krystalle A = 0,4923 g, 
» B = 0,0799 » 

Riickstiinde D und C nicht gewogen. 

Krystalle A, B und Riicksténde D, CG wurden mit der 
gleichnamigen Fraktion aus den Harnen von den unten zu 
schildernden Versuchen vereinigt und zu der Bestimmung des 
Schmelzpunktes und der Elementaranalyse, sowie den Spaltungs- 
versuchen verwendet. 

Versuch 2. 

Eine starke Henne von 2878 g Koérpergewicht. 

2 Tage lang mit benzoesaurem Natron und Glykokoll in 
den gleichen Mengenverhiltnissen per os gefiittert, wie be! 
Versuch 1. Aus 149 g sauer reagierenden Harns, den das Tier 
wiihrend den 2 Versuchstagen entleerte, wurden erhalten: 
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Krystalle A = 0,660 g, 
B = 0,116 » 
Riickstinde C und D konnten nicht gewogen werden. 


Versuch 3. 

Eine Henne von 2348 g Koérpergewicht. 

2 Tage lang benzoesaures Natron und Glykokoll in den 
in den obigen Versuchen angegebenen Mengenverhialtnissen 
per os eingegeben. Die wihrend der Versuchszeit entleerte 
Harnmenge betrug 134 g und die Reaktion war sauer; es 
wurden erhalten: 

Krystalle A 


= 0,4340 g, 
> B pono 


0,6322 » 


Riickstiinde C und D konnten nicht gewogen werden. 


Versuch 4. 

Eine Henne von 2286 g Korpergewicht. 

Das Tier erhielt 2 Tage lang benzoesaures Natron und 
Glykokoll in den gleichen Mengenverhiltnissen per os, wie bei 
den tibrigen Versuchen. Aus 137 g sauer reagierenden Harns, 
der wahrend der Versuchszeit aufgefangen war, wurden erhalten: 

Krystalle A = 0,4552 g, 
: B = 0,5636 » 

Riicksténde C und D konnten nicht genau gewogen werden. 

1. Die einzelnen Portionen der Krystalle A, welche aus 
Versuchshiihnern stammten, wurden vereinigt und im Vakuum 
liber Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Die Krystalle bestehen aus den farblosen feinen Nadeln 
und schmelzen bei 181° (unkorr.). Sie sind sehr schwer loslich 
in Wasser und fast unldslich im reinen alkoholfreien Ather. 
In Alkohol lésen sie sich sehr leicht. 

0,2217 g Substanz gaben 15,6 ccm N bei T. 6° und B. 
762 mm = 8,57°/o N. 

2. Die Krystalle B besitzen alle Eigenschaften der Kry- 
stalle A und deren Schmelzpunkt liegt bei 182,5° (unkorr.). 

0,1185 g Substanz gaben 8,2 ccm N bei T. 7,0° und B. 
762 mm = 8,420] N. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 
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Nach dem Schmelzpunkt und den Analysenwerten 
ist es nicht zweifelhaft, dafi Krystalle A und B mit 
der Ornithurséure identisch sind. 

3. Riickstand C. Wenn Hippursiiure tiberhaupt in dem 
wiihrend der Versuchszeit aufgefangenen Harne vorhanden wiire, 
so miifte sie in den Riicksténden C und D enthalten sein. Um 
Hippursiiure im Riickstand C nachzuweisen, verfuhr ich folgender- 
maBben: 

0,25 g briunliche Masse wurden mit 6 ccm 30°/oiger 
Salzsiiure 3 Stunden lang auf dem Sandbade gekocht und nach 
dem Erkalten mit Ather behandelt. Aus dem Atherextrakte 
schieden nach dem Verdunsten des Athers weiBe Krystalle aus, 
welche alle Eigenschaften der Benzoesiure hatten. Die salz- 
saure LOsung wurde mit gleichem Volumen Wasser verdiinnt, 
mit einer Phosphorwolframsiure vollstiindig gefiillt und filtriert. 
Ich priifte das Filtrat nach Kjehldahl auf den Stickstoff, konnte 
hierin aber keine Spur davon finden. Ritickstand C lieferte 
also bei der Hydrolyse kein Glykokoll. 

4. Rtickstand D wurde auf gleiche Weise behandelt wie 
Riickstand C. Unter den hydrolytischen Produkten war 
keine Spur von Glykokoll nachzuweisen. 

Aus den geschilderten Versuchen geht hervor, 
dafi der Organismus des Huhns nicht imstande ist, 
die Synthese der Hippursiure aus der gefiitterten 
Benzoesiure und dem Glykokoll auszufiihren. 





Uber das Verhalten des Pyridins im Organismus der Ziege 
und des Schweins. 


Von 
G. Totani und Z. Hoshiai. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27, Juli 1910.) 





Im Gegensatz zum Hunde und Huhn’) ist das Kaninchen 
nicht imstande, gefiittertes Pyridin in Methylpyridinammonium- 
hydroxyd tiberzufiihren. Dieser prinzipielle Unterschied im Ver- 
halten von den genannten Tieren gegeniiber Pyridin kann durch- 
aus nicht als Folge verschiedener Ernihrungsweise erkliirt 
werden, denn es gelang Emil Abderhalden und Car! Brahm?) 
nicht, durch die Fiitterung mit den verschiedenen Nahrungs- 
mitteln die Methylierung des Pyridins im Organismus des Ka- 
ninchens zu bewirken. Ob die Fiihigkeit, Pyridin zu methy- 
lieren, allen Pflanzenfressern abgeht wie dem Kaninchen, welche 
Umwandlung Pyridin im Organismus der Omnivoren erfihrt, 
hierzu einen Beitrag zu liefern, sind die nachstehenden Unter- 
suchungen unternommen worden. 

I. Versuche an Ziegen. 

Versuch 1. Eine Ziege von 6 kg Korpergewicht, welche 
mit Tofukara,*) einem Abfallstoff bei der Bereitung des Bohnen- 
kases, und Kraut gefiittert worden war, erhielt 4 Tage lang 
Pyridin als essigsaures Salz in Dosen von 2 g pro die subcutan 
eingespritzt. 

Zur Darstellung der Base aus dem Harne benutzten wir 
die Methode von W. His. Es wurde das Platinchloriddoppel- 


salz in charakteristischer Form erhalten. 
0.1413 g Substanz gaben 0,0462 g Pt = 32,69°%o Pt. 
Berechnet fiir (C,H,N - CH,Cl), + PtC], : Gefunden : 
Pt = 32,720], 32.69% Jo, 


Versuch 2. Eine Ziege von 12,85 kg Kérpergewicht. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 32; Bd. LXII, S. 118. 

2) Emil Abderhaldenu. Carl Brahm, Diese Zeitschrift, Bd. LXII, 
». 338. 

8) cf. Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, 8. 544, Fufnote. 
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Mit Tofukara gefiittert. 2 Tage lang taglich 5 g Pyridin als 
essigsaures Salz in Wasser gelést subcutan eingespritzt. 

Aus dem 2 tagigen Harne wurden 1,04 g Platinchlorid- 
doppelsalz erhalten, welches in orangeroten Tafeln krystalli- 


sierte und bei 205—207° schmolz. 
0,1757 g Substanz gaben 0,0584 g Pt = 32,66°o Pt. 
Berechnet fiir (C;H,N - CH,Cl), - PtCl,: Gefunden : 
Pt = 32,720 32,66 %/o. 
I]. Versuch am Schwein. 
Versuch 3. Ein Schwein von 46,5 kg Korpergewicht. 
Mit Tofukara, Reis und Kartoffeln gefiittert. 2 Tage lang Pyridin 
als essigsaures Salz in Dosen von 10g pro die in Wasser 
gelést subcutan injiziert. 
Aus 2 tigigem Harne wurden 0,78 g Platinchloriddoppel- 
salz erhalten. Dieses Doppelsalz schmolz bei 205—207° und 
zeigte in Krystallform grofe Abhnlichkeit mit Methylpyridin- 


ammoniumplatinchlorid. 
0,3156 g Substanz gaben 0,1032 g Pt = 32,73°Jo Pt. 
Berechnet fiir (C,H,N - CH,Cl), - PtCl,: Gefunden: 
Pt = 32,72 %e 32,73 °/o. 


Aus den obigen Versuchen 1 und 2 ergibt sich, 
daB bei den ausschlieBlich mit den vegetabilischen 
Nahrungsmitteln gefiitterten Ziegen die Bildung von 
Methylpyridin aus Pyridin stattfindet. Wir sind also 
zum SchluB& berechtigt, dab es gewisse Tierarten unter 
den Pflanzenfressern gibt, welche das Vermégen be- 
sitzen, die Methylierung des verabreichten Pyridins 
herbeizufiihren. 

Wie aus dem Versuche 3 zu ersehen ist, scheidet das 
Schwein auch Methylpyridin im Harne nach Eingabe von Pyridin 
aus. Zieht man noch dazu die Tatsache in Betracht, dab 
Methylpyridin im menschlichen Harne!) vorkommt, so ist nicht 
zu bezweifeln, daf der Organismus der Omnivoren, wenn 
nicht immer, unter Umstainden gleiches Verhalten 
gegen Pyridin zeigt wie derjenigedes Hundes und Huhns. 


) Fr. Kutscher u. Al. Lohmann, Zeitschrift f. Untersuch. d. 
Nahr.- u. Genufmittel, Bd. XIII, S. 177 und diese Zeitschrift, Bd XLIX, S. 84. 








Uber das Methylpyridinammoniumpikrat. 
Von 


G. Totani und Z. Hoshiai. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 





(Der Redaktion zugegangen am 27, Juli 1910.) 





Das Auffinden der charakteristischen Verbindungen des 
Methylpyridinammoniumhydroxyds erschien neben dem Interesse, 
das ihre Kenntnis an sich selbst bot, darum von Bedeutung, 
weil damit die Moéglichkeit gegeben war, diese Base aus ver- 
schiedenen Stoffwechselprodukten zu trennen und als solche 
zu identifizieren. Zu diesem Zweck diirfte aufer Platinchlorid- 
und Goldchloriddoppelsalz auch das Pikrat geeignet sein. 

Eine konzentrierte wiasserige L6sung vom Methylpyridin- 
ammoniumhydroxyd wird genau mit verdiinnter Salzsaure neu- 
tralisiert, mit kalt gesattigter wisseriger Natriumpikratlésung 
im UberschuB versetzt und stehen gelassen. Nach einigen 
Stunden fallen gelbe Nadeln aus, die allma&hlich zu dickem Brei 
erstarren. 

Das Pikrat lost sich in Wasser im Verhiiltnis 1,092: 100 bei 
Zimmertemperatur, die Loslichkeit in Alkohol betriagt 0,368 : 100, 
in Ather ist es sehr wenig léslich 0,017 : 100. 

Nach dem Umkrystallisieren aus heifem Wasser schmilzt 
das Pikrat bei 212° (unkorr.) und ergibt folgende Analysenwerte: 
0,1637 g Substanz gaben 0,2696 g CO, = 44,91 °/o C und 
0,0466 g H,O = 3,16°%o H. 

0,2402 g Substanz gaben 37,2 ccm Stickstoff bei 25° t und 758 mm B., 
entsprechend 17,52 °%/o N. 


Berechnet fiir C,H,NCH, - O- C,H,(NO,),: Gefunden: 
C 44,70 °/o 44,91 °/o 
H 3,12 Jo 3,16 °/0 


N 17,39 %o 17,52 “Jo 











Uber das Vorkommen von Cholin in Stierhoden. 
Von 


G. Totani. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1910.) 


In seiner Abhandlung tiber «the composition and action 
of orchitic extracts» gibt Walter E. Dixon!) folgendes an: 
«The only other bodies which I have been able to reco- 
gnise in the crystalline state are Cholesterine and Kreatin. 
Choline was not detected.» Uber das Verfahren zur Darstel- 
lung des Cholins sowie tiber die zur Untersuchung benutzten 
Hodenmengen hat er sich aber nicht gedubert. Sieht man von 
der Mangelhaftigkeit dieser Angabe ab, so diirfte es doch fraglich 
sein, ob man auf ein negatives Resultat hin das Vorkommen 
des Cholins in Hoden von Siiugetieren im allgemeinen leugnen 
diirfte, denn er hat seine Untersuchung nur auf Meerschweinchen, 
Maus, Kaninchen und Schafbock beschrinkt. 

AnliBlich der Untersuchung tiber die wirksamen Bestand- 
teile der Stierhoden wollte ich mir in dieser Frage Gewibheit 
verschaffen und habe die folgenden Versuche mit den gleich 
nach dem Schlachten den Tieren entnommenen Hoden ausgefiihrt. 

2 kg zerhackter Hodenmasse wurden zweimal mit dem 
doppelten Volumen Wasser bei Zimmertemperatur extrahiert 
und die Ausziige nach der Tanninmethode von Fr. Kutscher?) 
verarbeitet. Die durch Baryt und Blei von Tannin befreite 
liissigkeit wurde im Vakuum bei einer 40° nicht iibersteigenden 
Temperatur eingeengt, zur Entfernung der Purinbasen und des 
Arginins mit Silbernitrat und Baryt versetzt und dann filtriert. 
Nachdem das Filtrat der Silberfiillung durch Schwefelséure und 
Salzsiiure von Baryt und Silber befreit war, schlug ich nun 
den Rest der Basen, der wohl Cholin enthalten muf8te, durch 
Phosphorwolframsiiure nieder. Aus diesem Niederschlag wurden 


') Walter E. Dixon, Journ. of physiol., Bd. XXVI, S. 272. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 345. 
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nach bekannter Methode durch Behandlung mit Baryt, Kohlen- 
siiure usw. die kohlensauren Basen erhalten. Die Lésung der- 
selben sauerte ich mit Salzsiiure an, dampfte im Vakuum ab, 
extrahierte den Riickstand mit absolutem Alkohol, fiillte in den 
alkoholischen Ausziigen durch alkoholische Quecksilberchlorid- 
ljsung die Basen aus. Diese Quecksilberfiillung liste ich in 
heifem Wasser auf, zerlegte sie durch Schwefelwasserstoff, 
dunstete die von Quecksilbersulfid abfiltrierte Fliissigkeit ein 
und nahm den Riickstand mit absolutem Alkohol auf. Die 
alkoholische L6sung wurde mit alkoholischer Platinchloridlésung 
ausgefallt. Die Platinfiallung wurde abfiltriert, mit Alkohol ge- 
waschen, in heibem Wasser gelést und langsam verdunstet. 
Es wurde ein in orangeroten Prismen krystallisiertes Platin- 
doppelsalz erhalten. 

Das Platindoppelsalz schmolz bei 233° (unkorr.) und gab 
folgende Analysenwerte. 
0.1846 g Substanz gaben 0,1322 g CO, = 19,53°o C und 0,0737 g H,O 

= 4,43 0 H. 
0.2134 g Substanz gaben 8,8 ccm Stickstoff bei 21° C. und 757 mm B. 
entsprechend 4,67 °jo N. 

0.2497 g Substanz nach der Methode von O. Wallach’) analysiert gaben 

0,3502 g AgCl = 34,41°%o Cl und 0,0787 g Pt == 31,51°/o Pt. 

0,1010 g Substanz gaben 0,0320 g Pt == 31,68°/o Pt. 


Berechnet fiir (C,H,,NOCI), - PtCl,: Gefunden: 
C 19,48 Jo 19,53°%o = — _ _ 
H 4.54 Jo 4,43 Jo — ~-- -- 
N 454 °/ 4,67 Jo — — 
Cl = - 34,55 °/o — — 34,41 °/o — 
Pt 31,65 °/o —_ _— 31,51 °fo 31,68 %/o. 


Die Krystallform und die Analysenwerte zeigen unzwei- 
deutig, daB das von mir dargestellte Platindoppelsalz mit Cholin- 
platinehlorid identisch ist. Da nun ich auch durch die be- 
sonderen, mit reinem Lecithin und Eigelb ausgefiihrten Ver- 
suche festgestellt habe, daB bei obigem Verfahren die Phos- 
phatide keine Zersetzung erfahren, so glaube ich behaupten 
zu diirfen, da®B Cholin als ein normaler Bestandteil 
der Stierhoden zu bezeichnen ist. 


'! O. Wallach, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XIV, S. 753. 











Notiz zur u-Naphtholschwefelsadurereaktion des Traubenzuckers. 
Von 
L. v. Udranszky. 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1910.) 


Gelegentlich der Besprechung der Verwendbarkeit der Furfurol- 
reaktionen zu einer annihernden quantitativen Bestimmung von Kohlen- 
hydraten im Harn habe ich die Empfindlichkeit der H. Schiffschen ') 
Xylidineisessigreaktion und der von H. Molisch?*) fiir die Zwecke 
klinischer Harnuntersuchungen empfohlenen Zuckerreaktion mit a-Naph- 
thol und konzentrierter Schwefelsiéiure einander vergleichend gegeniiber- 
gestellt. Von der letzteren Reaktion schrieb ich:*) «Gibt man zu einem 
Tropfen einer 0,06°/oigen Traubenzuckerlisung zwei Tropfen einer 15°/cigen 
alkoholischen Lésung von a-Naphthol, so triibt sich zunachst die Fliissig- 
keit. Giefit man nun vorsichtig unter das Gemisch etwa !/2 ccm kon- 
zentrierte Schwefelsiure in das Reagenzrohr, so stellt sich tiber dem 
griinen Saum (hervorgerufen durch die Einwirkung der Mineralsdure auf 
das a-Naphthol) nach kurzer Zeit ein dunkelvioletter Farbenring ein.» 

G. Goldschmiedt‘) hat vor kurzer Zeit die Mitteilung gemacht, 
dafs die Griinfairbung mit alkoholischer a-Naphthollésung -und konzen- 
trierter (von Salpetersiure und salpetriger Séure freier) Schwefelsdure, 
eine spezifische Reaktion auf Glukuronsiure ist und den Nachweis der- 
selben auch in deren Derivaten, in den gepaarten Glukuronséuren und 
auch im normalen Harn®) gestattet. Hierbei erwahnte er auch meine 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., XX. Jahrg., S. 540—542, 1887. 

*) Sitzungsber. d. math.-naturwiss. Kl. d. Kais. Akad. d. Wiss. in 
Wien, Bd. XCIII, Il. Abteil., S. 912—923, 1886. — Zentralbl. f. d. mediz. 
Wiss., XXV. Jahrg., S. 34—36, 49—53, 1887. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 384, 1888. 

‘') Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 389—393, 1910. 

5) Es sei hier darauf hingewiesen, dafi F. Penzoldt (Archiv fiir 
exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. XXI, S. 35, 1886) die Beobachtung machte, 
daf\ der nach Verabreichung von Naphthalin ausgeschiedene Harn, mit 
konzentrierter Schwefelsiiure behandelt, eine prachtvolle Griinfarbung 
annimmt. Diese Griinfarbung des Naphthalinharns ist nach unseren 
heutigen Kenntnissen wohl auf den Gehalt desselben an gepaartei 


Glukuronsdure zuriickzufiihren. 
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zitierte Abhandlung und erklirte, dah er die von mir beobachtete und 
beschriebene Erscheinung trotz sehr oft wiederholter Versuche nie hat 
hervorbringen kénnen, wenn er sie mit Zuckerlisungen anstellte, auch 
dann nicht, wenn er nur a-Naphthol anwendete. Dieses letztere farbt 
konzentrierte Schwefelsiure, wenn man die Lisung kurze Zeit stehen 
lift, schwach violett. Macht man jedoch den Versuch mit normalem 
Harne, so kann man die Erscheinung jedesmal beobachten. 

Die Bemerkung G. Goldschmiedts bezieht sich nach der Fassung 
der beziiglichen Stelle seiner Mitteilung im allgemeinen auf die von mir ge- 
gebene Schilderung der Farbenerscheinungen der a-Naphtholschwefelsaéure- 
reaktion von Traubenzuckerlésungen. Gerne gebe ich zu, dafi der von mir 
beschriebene griine Saum, von dem ich tibrigens bereits erkannt habe, dah 
derselbe gar nicht von der Anwesenheit von Traubenzucker im Reaktions- 
gemisch abhingig ist, von der nicht voélligen Reinheit der von mir ver- 
wendeten konzentrierten Schwefelsiure herrithrte. E. Luther‘) hat ja 
bald nach der Ver6éffentlichung meiner Arbeit mitgeteilt, dai die ge- 
ringsten Spuren von Salpeterséure oder salpetriger Siure, welche der 
konzentrierten Schwefelsiure beigemengt sind, Spuren, die man kaum 
mit einer der bis zu jener Zeit angewendeten Methoden nachweisen 
konnte, schon geniigen, um beim Zusatz von a-Naphthol zur konzen- 
trierten Schwefelsiiure eine Griinfarbung hervorzurufen. E. Luther hat 
also hiermit zugleich eine neue Reaktion auf Salpetersdure, salpetrige 
Siure und deren Salze erkannt, welche die zum Zwecke des Nachweises 
dieser Substanzen bis dahin bekannt gewordenen Reaktionen an Schiirfe 
hei weitem iibertriffi.*) Ein etwaiger Gehalt der konzentrierten Schwefel- 
siiure an Salpetersiure oder salpetriger Siure muf in der Tat strengstens 
gemieden werden, wenn man diese wenig erwiinschte Stérung der die 
a-Naphtholschwefelsiurereaktion von Furfurol, Kohlenhydraten oder an- 
deren furfurolbildenden Kérpern begleitenden Farbenerscheinungen ver- 
meiden will. G. Goldschmiedt betont es auch ausdriicklich,*) daf die 
von ihm beschriebene Reaktion der Glukuronsiiure mit a-Naphthol und 





‘) Uber das Vorkommen von Kohlenhydraten im normalen Harn, 
Inaug.-Dissert. (Freiburg i. Br.), gedruckt in Berlin bei L. Simion, 1890, 
S. 9. — Siehe auch S. 10 die auf die Inaug.-Dissert. von L. Mayer 
(Erlangen 1886) beziiglichen Bemerkungen E. Luthers. 

*) G. Goldschmiedt scheint die Arbeit E. Luthers iibersehen 
zu haben. Die Bemerkung C. Neubergs (Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, 
S. 565, 1901), dafi die Verwendung von salpetrigsiurehaltiger Schwefel- 
siure bei der in wasserigen Kohlenhydratlésungen ausgefiihrten a-Naphthol- 
schwefelsdiurereaktion an der Berihrungsfliche der Fliissigkeiten die Bil- 
dung eines hellgriinen Saumes neben dem violetten Ring veranlaft, stammt 
aus viel spiterer Zeit als die Arbeit E. Luthers. 

*) L. ¢. 3. S01. 
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konzentrierter Schwefelséure nicht etwa auf einen Gehalt dieser Mineral- 
siiure an Salpetersiiure oder salpetriger Saéure zuriickzufiihren ist. 

Wenn ich auch gerne zugebe, daf§ der seinerzeit von mir be- 
schriebene griine Saum bei Verwendung von reiner bezw. von Salpeter- 
siiure und salpetriger Saéure freier konzentrierter Schwefelséure in mit 
a-Naphthol versetzten Traubenzuckerlésungen nicht entsteht und _hier- 
nach aus der Reihe der Farbenerscheinungen, welche bei der a-Naphthol- 
schwefelsiurereaktion des Traubenzuckers (und anderer Kohlenhydrate) 
auftreten, zu streichen ist — wenn ich also G. Goldschmiedt in diesem 
Teile seiner Bemerkung vollauf recht gebe, so mufs ich demgegeniiber 
betonen, dafs es mich sehr tiberrascht, daf er die allmihliche Entstehung 
des violetten Ringes an der Beriihrungsflache der Fliissigkeiten nicht 
beobachten konnte. Die Nuance bezw. die Lebhafligkeit der Violett- 
farbe, sowie auch die Zeit, die bis zum Entstehen des violetten Ringes 
verstreicht, ist allerdings wesentlich von der Konzentration der ver- 
wendeten Zuckerlésung bezw. von der absoluten Menge des Wassers im 
Reaktionsgemisch, sowie auch von der Vorsicht, mit welcher man die 
konzentrierte Schwefelsiure den anderen Fliissigkeiten unterschichtet, ab- 
hingig — jedoch ist der violette Ring in mit nicht allzusehr verdiinnten 
Lisungen bezw. zu geringer Menge von Substanz ausgefiihrien Versuchen 
stets zu sehen. Wiihrend ich als Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion, 
hei Verwendung von einem Tropfen der Zuckerlésung 0,000028 bis 
0,000032 g¢ Traubenzucker angab, hat E. Luther,') der mit verfeinerter 
Methodik arbeitete, selbst noch bei Verwendung von 0,00001 g Trauben- 
zucker (ein Tropfen einer 0,02°/oigen Traubenzuckerlésung) den violetten 
Ring, wenn auch schwach, jedoch noch wahrnehmbar sich entwickeln 
gesehen. 

Ich will es keineswegs verschweigen, dafs die von mir seinerzeil 
gewiihlle relative Menge der Reagenzien und der auf etwaigen Kohlen- 
hydratgehalt zu priifenden Lésung insofern keine bequeme ist, daf der 
eine Tropfen der wiasserigen Lésung (von Zucker usw.) und die zwei 
Tropfen der alkoholischen a-Naphtholljsung insgesamt eine recht ge- 
ringe Menge von alkoholisch-wisseriger Fliissigkeit im Verhaltnis zur 
Menge der darunter zu schichtenden konzentrierten Schwefelséure aus- 
machen. Auch kann das Auskrystallisieren oder Ausfallen des a-Naph- 
thols, sowie ein Uberfluf& an dieser Substanz im Reaktionsgemisch die 
Reaktion stéren. Entnimmt man jedoch die alkoholische a-Naphthol- 
ldsung einem diinnen Tropfenzahler, sodaf\ die Tropfen dieser Loésung 
bei weitem kleiner sind, als die der auf etwaigen Kohlenhydratgehalt zu 


1) ].¢e, S. 13. Beziiglich anderer Einzelheiten der bei der Reaktion 
beobachtbaren Farbenerscheinungen sei hier auch noch auf die Arbeit 
B. Reinbolds (Archiv f. d. ges. Physiol., Bd. CII, 8. 581—618, 1904) 


hingewiesen. 
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priifenden wisserigen Liésung, und wahlt man zur Reaktion recht enge 
(innere Lichte etwa 10 mm) Reagenzréhrchen, so lift sich das Ent- 
stehen des violetten Farbenringes an der Grenze der konzentrierten 
Schwefelsiure und der iiber derselben sich ansammelnden alkoholisch- 
wisserigen Fliissigkeit sicher und scharf beobachten. Ich habe also 
keinen Grund, von dem seinerzeit von mir Beschriebenen mehr ab- 
streiten zu lassen, als dafs’ der griine Saum, wie es soeben auseinander- 
gesetzt wurde, bei der Priifung von Zuckerlésungen mit a-Naphthol und 
konzentrierter Schwefelsiure sich nicht einstellt, wenn diese Mineral- 
siure von Salpeterséure und salpetriger Saure frei ist. 

G. Goldschmiedt empfiehlt zum Nachweise von Glukuronsiiure 
und deren Verbindungen im Harn das folgende Verfahren: ') «'/z—1 cem 
Harn wird mit 2 Tropfen der tiblichen a-Naphthollisung versetzt und 
mit 3--4 ccm konzentrierter Schwefelséiure vorsichtig unterschichtet, oder 
noch besser, die mit Naphthol gemischte Harnprobe sehr vorsichtig auf 
die Schwefelsaure fliefien gelassen; an der Beriihrungsfliiche der Schichten 
erscheint ein violetter Ring, der beim ruhigen Stehen nach der Harn- 
seite zu an Breite zunimmt, wiihrend infolge Diffusion des Harns in die 
Schwefelsiure diese von der Grenzfliche an nach unten sich grin 
firbt; manchmal sieht man auch dunkelgriine Schlieren sich nach unten 
verbreiten.» Weiterhin schreibt er: «'/to cem Harn gibt die Reaktion 
sehr deutlich, und zwar nicht nur den griinen Ring bezw. die Schlieren, 
sondern, wenn man die Probe, ohne sie gemischt zu haben, etwa 
‘4 Stunde ganz ruhig stehen léfst und dann durchmischt, farbt sich die 
canze Fliissigkeit smaragdgriin. In dieser Weise konnte ich die Reaktion 
noch sehr schén eintreten sehen, wenn ich nur einen Tropfen Harn ver- 
wendete. Nur in ganz vereinzelten der in grofer Zahl gepriiften Harne 
vesunder Individuen versagte sie dann; ganz im Stiche gelassen hat die 
Reaktion in keinem einzigen Falle.» 

Die verhiltnismafig grofe Menge (‘/e-—-1 ccm) von Harn, die 
G. Goldschmiedt behufs Priifung derselben auf Glukuronsiure zur 
Reaktion fiir gewdhnlich verwendet, gibt insoferne zu Bedenken Ver- 
anlassung, als im Harn — wie bekannt -— die mit dem Trinkwasser und 
der Nahrung aufgenommenen Nitrate unveriindert ausgeschieden werden. 
Sind nun die salpetersauren Salze (oder die aus ihnen beim Stehen des 
Harns infolge von Bakterienwirkung entstehenden Nitrite) im Harn in 
croferer Menge enthalten, so miissen sie, bei der bedeutenden Empfind- 
lichkeit der a-Naphtholschwerelsaéurereaktion dieser Substanzen, eine 
sriine Farbung selbst dann bedingen, wenn man zur Reaktion mdglichst 
reine Schwefelsiure verwendet und der Harn Glukuronsiureverbindungen 
gar nicht oder nur in Spuren enthalten sollte. Ist aber die Empfindlich- 
keit der griinen Farbenreaktion der Glukuronsiiure mit a-Naphthol und 
Schwefelsiure derjenigen Reaktion, welche die Salpetersiure und _ sal- 


1) Le. S, 392. 
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petrige Séure oder deren Salze mit a-Naphthol und Schwefelséure in 
der gleichen Farbe geben, tiberlegen, so dirfte sie bei Verwendung 
moglichst kleiner Harnmengen (Tropfen!) mit grdéferer Sicherheit ver- 
wendet werden. 

Bis aber diese Frage nicht untersucht wird, bis die Spektral- 
erscheinungen der Griinfarbung, die bei der a-Naphtholschwefelsiure- 
reaktion der Glukuronsiiure, sowie auch der Salpeterséiure und der sal- 
petrigen Siiure entsteht, nicht analysiert sind, und vielleicht eben die 
spektroskopische Priifung eine Differenzierung gestattet, diirfte es in 
Fiillen, wo ein an Nitraten (bezw. Nitriten) reicher und an Glukuron- 
siiureverbindungen armer Harn vorliegt, schwer fallen, stets sicher zu 
entscheiden, ob die bei der Priifung des Harns nach G. Goldschmiedt 
sich einstellende Griinfirbung den Gehalt des Harns an Glukuronsdure- 
verbindungen oder aber einen Gehalt desselben an Nitraten (bezw. sal- 


petrigsauren Salzen) anzeigt. 








Uber das Vorkommen von Hemicellulosen in den Samenhiilsen 
von Pisum sativum und von Phaseolus vulgaris. 
Von 
E. Schulze und U. Pfenninger. 


Aus dem agriculturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Juli 1910.) 


Den Gegenstand der in unserem Laboratorium ausgefihr- 
ten Untersuchungen tiber Hemicellulosen haben bisher vorzugs- 
weise die in den Pflanzensamen enthaltenen Stoffe dieser 
Art gebildet.!) Sie treten hier sowohl in den Kotyledonen und 
im Endosperm, wie in den Schalen auf. Die an letzterem Orte 
sich vorfindenden Hemicellulosen beteiligen sich, soviel bekannt 
ist, nicht an der Ernihrung der Keimpflanzen. Dagegen gehen 
die in den Kotyledonen und im Endosperm enthaltenen Stoffe 
dieser Art wihrend der Keimung in ldsliche Produkte tiber 
und werden dann den im Wachstum begriffenen Teilen der 
iliinzchen zugefiihrt; sie dienen somit als Reservematerial. 
Nur in wenigen Fiillen haben fiir jene Untersuchungen andere 
ilanzenteile als Objekte gedient. So untersuchten z. B. E. 
Schulze und N. Castoro?) die im untersten Internodium des 
Stengels von Molinia coerulea (Besenried) sich vorfindenden 
Hemicellulosen. Dieser Teil des Stengels dient nach den Be- 
obachtungen H. C. Schellenbergs*) wihrend der Winter- 
ruhe als Speicherorgan. Die darin enthaltenen Hemicellulosen 
liefern nach den Versuchen E. Schulzes und N. Castoros 
bei der Hydrolyse Traubenzucker und Xylose, wahrscheinlich 
auch Fruktose, wihrend aus den im Endosperm und in den 


‘) Eine Zusammenstellung der dabei erhaltenen Resultate ist in 
der Abhandlung von E. Schulze und Ch. Godet «Untersuchungen tber 
(die in den Pflanzensamen enthaltenen Kohlenhydrate», Diese Zeitschrift, 
Bd. LXI, S. 279—351, zu finden. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 318. 

*) Ber. der Schweizerischen botanischen Gesellschaft, Heft 7, 1897. 
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Kotyledonen der Samen sich vorfindenden Stoffe gleicher Art 
bei gleicher Behandlung vorzugsweise Galaktose, Mannose und 
Arabinose entstehen. 

Zu den an Hemicellulosen reichen Pflanzenteilen gehiren 
auch die Samenhiilsen der Erbse (Pisum sativum L.) und 
der Gartenbohne (Phaseolus vulgaris L.). Seitdem man weil}, 
dafi} bei den Leguminosen die Samenhiilsen wiihrend des Reifens 
der Samen als Reservestoffbehiilter dienen, war es von Interesse. 
auch ihre stickstofffreien Bestandteile niher zu untersuchen. 
Ks zeigte sich, dafi unter diesen Bestandteilen auch Hemi- 
cellulosen sich vorfinden. Die in dieser Hinsicht bei Unter- 
suchung der Samenhiilsen jener beiden Leguminosen erhaltenen 
Resultate teilen wir im folgenden mit. 

Die Samenhiilsen von Pisum sativum wurden teils un- 
reif, teils nach dem Ausreifen von uns untersucht. Die un- 
reifen Hiilsen waren im Monat Juli von den Pflanzen abgetrennt 
worden (in einem Entwicklungsstadium, in welechem die Samen 
ein rasches Wachstum zeigten), die reifen Hiilsen erst Ende 
August. Die unreifen Hiilsen wurden teils in frischem Zustande, 
teils erst nach dem Trocknen (bei 60—70°") fiir die Unter- 
suchung verwendet. Von der in ihnen sich vorfindenden Stick- 
stoffmenge gehorte die Hilfte nichtproteinartigen Verbindungen 
an; neben einer ansehnlichen Quantitiét von Asparagin wurden 
kleine Mengen von Arginin, Histidin, Tryptophan, Monoamino- 
fettsiiuren, Cholin und Trigonellin darin nachgewiesen.!) Was 
die stickstofffreien Bestandteile betrifft, so haben E. Schulze 
und S. Frankfurt?) schon vor einer Reihe von Jahren aus 
solchen Hiilsen Rohrzucker dargestellt. DaB daneben Glu- 
kose vorhanden war, ist wahrscheinlich; ein wiasseriger, 
durch Versetzen mit Bleiessig gereinigter Extrakt reduzierte 
beim Erhitzen die Fehlingsche Lésung. Dagegen konnte 
das Vorhandensein eines in Wasser léslichen, bei der Oxy- 
dation Schleimsiiure liefernden Kohlenhydrats nicht nachge- 
wiesen werden. Stiirkemehl war vorhanden, wie unter dem 


') Wir verweisen auf die Abhandlung von E. Schulze u. E, Winter- 
stein, Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 431. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 511. 
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Mikroskop sich leicht erkennen lief. Aus einer quantitativen 
Bestimmung, die unter Befolgung einer in der Literatur !) sich 
findenden Vorschrift ausgefiihrt wurde, ergab sich, daB die 
Trockensubstanz der Hiilsen 8,1°/o Stiérkemehl enthielt (wegen 
kleiner Versuchsfehler, die der Bestimmung anhafteten, kann 
diese Zahl nicht fiir vollig genau erklirt werden). Neben diesen 
Kohlenhydraten fanden sich nun auch Hemicellulosen in 
den Hiilsen vor, wie unter dem Mikroskop nachgewiesen wer- 
den konnte (cf. die dariiber weiter unten gemachten Angaben). 
Um iiber die Quantitaét dieser Zellwandbestandteile Aufschlub zu 
erhalten, verfuhren wir in folgender Weise: Kin abgewogenes 
Quantum der getrockneten sehr fein zerriebenen Hiilsen wurde 
mit kalter 0,25°/oiger Natronlauge unter hiiufigem Umrihren 
24 Stunden lang behandelt und sodann mit Wasser, hierauf 
mit Alkohol und Ather ausgewaschen. Das Gewicht des bei 
Kinwirkung dieser LOsungsmittel verbliebenen Riickstandes be- 
trug nach dem Trocknen 47,7°/o vom Trockengewicht der 
Samenhiilsen. In diesem Riickstande bestimmten wir den Ge- 
halt an Proteinen, an Rohfaser und an Asche. Nach Abrech- 
nung der Summe dieser drei Bestandteile blieb ein Kest, dessen 
(uantitaét 26,5°/o vom Trockengewicht der Samenhiilsen aus- 
machte. Unter der, fiir sehr wahrscheinlich zu erkliirenden 
Voraussetzung, dali dieser Rest nur aus Stiirkemehl und Hemi- 
cellulosen bestand, bleiben nach Abrechnung des Stirkemehls, 
dessen Menge zu 8,1°/o gefunden wurde, die Hemicellulosen 
im Betrage von 18,4°/o tibrig. Auf Genauigkeit kann diese 
Zahl wegen der dem Bestimmungsverfahren anhaftenden Mingel 
keinen Anspruch machen; auch ist darauf aufmerksam zu 
machen, daB die «Rohfaser» vielleicht eine kleine Menge von 
Hemicellulosen einschlof. Jedenfalls aber darf man aus den 
von uns mitgeteilten Versuchsergebnissen den Schluf ableiten, 
dali fast 1/5 vom Trockengewicht der Samenhiilsen aus Hemi- 
cellulosen bestand. 

Es war nun festzustellen, welche Zuckerarten bei der 
Hydrolyse dieser Hemicellulosen entstanden. Zu diesem Zwecke 


") J. KGnig, Untersuchung der landwirtschaftlich und gewerblich 
Wichtigen Stoffe, 2. Aufl., S. 222. 
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erhitzten wir ein groferes Quantum des in oben beschriebener 
Weise erhaltenen stiirkemehl- und hemicellulosehaltigen Riick- 
stands einige Stunden lang mit 3°/oiger Schwefelsiiure. Die 
durch Filtration vom Riickstande getrennte Fliissigkeit wurde 
zur Vervollstandigung der Zuckerbildung noch einige Stunden 
lang am RiickfluBkiihler erhitzt, dann mit Phosphorwolframsiiure 
versetzt, um die darin enthaltenen Stickstoffverbindungen so 
weit als méglich auszufiillen. Das Filtrat von dem durch dieses 
teagens hervorgebrachten Niederschlage wurde zur Entfernung 
der Schwefelsiiure und der Phosphorwolframsaure mit Baryum- 
hydroxyd bis zum Eintreten alkalischer Reaktion versetzt; nach- 
dem zur Entfernung des tiberschtissigen Baryumhydroxyds Kohlen- 
siiure eingeleitet worden war, wurde filtriert, das Filtrat in 
gelinder Wirme zum Sirup eingedunstet. Den letzteren be- 
handelten wir mit kochendem 95°/oigem Weingeist, trennten 
die dabei entstandene Lésung von dem ziemlich dunkel ge- 
fiirbten Riickstande, dunsteten sie wieder ein und zerlegten 
den sirup6sen Verdampfungsriickstand durch geeignete Behand- 
lung mit Weingeist in einen in diesem Lésungsmittel leichter 
ldslichen und einen darin schwerer léslichen Teil. Die wein- 
geistigen Losungen beider Teile lieSen wir unter einer Glas- 
glocke tiber konzentrierter Schwefelsiiure langsam verdunsten 
(unter Bedingungen, wie sie nach den von uns gemachten Er- 
fahrungen giinstig fiir das Auskrystallisieren der Zuckerarten 
sind). Keine der beiden Lésungen lieferte aber Krystalle. 
Dies brachte uns auf die Vermutung, daf hier entweder Mannose 
oder Fruktose sich vorfinde — zwei Zuckerarten, die unter 
den von uns gewidhlten Versuchsbedingungen nur schwierig 
oder auch gar nicht zum Krystallisieren zu bringen sind. Die 
in bekannter Weise ausgefiihrte Priifung auf Mannose fiel negativ 
aus: ein positives Resultat erhielten wir dagegen bei der Prii- 
fung auf Fruktose. Als wir eine Probe des Zuckersirups in 
wiisseriger LoOsung mit dem Pieraertsschen Reagens!) ver- 

‘) Wir verweisen auf die Angaben, die iiber diese Reaktion sowie 
iiber andere Reaktionen der Fruktose in dem von B. Tollens bearbeiteten 
Abschnitt von E. Abderhaldens Handbuch der biochemischen Arbeits- 
methoden (Bd. II, S. 112) sich finden. 
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mischten und dann stehen lieBen, trat binnen 12 Stunden 
starke Reduktion ein. Auch gab der Zuckersirup stark die 
Seliwanoffsche Reaktion; ferner fiirbte sich seine wiisserige 
Lisung nach Zusatz von Ammonmolybdat zuerst griin, dann blau. 
Aus diesen Reaktionen darf man wohl auf das Vorhandensein 
yon Fruktose sehlieBen. bei der Oxydation durch Salpeter- 
siure lieferte der Zuckersirup Schleimsiiure, woraus man 
<chlieBen darf, dab er Galaktose einschlof. Endlich konnte 
das Vorhandensein von Arabinose nachgewiesen werden; be- 
handelt nach der von Ruff und Ollendorf!) gegebenen Vor- 
schrift lieferte der Zuckersirup ein Benzylphenylhydrazon, das 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol im Aussehen 
(auch unter dem Mikroskop) mit einem aus Arabinose darge- 
stellten Priiparat des gleichen Hydrazons iibereinstimmte und 
eleichzeitig mit letzterem bei 171—172° schmolz. Bei der 
Zerlegung mittels Formaldehyd lieferte dieses Hydrazon einen 
Zucker, der mit Phloroglucin und Salzsiiure die KReaktion der 
Pentosen gab. Der Versuch, aus der von diesem Hydrazon 
abliltrierten weingeistigen LOsung das Benzylphenylhydrazon 
der Xylose zu gewinnen, gab ein negatives Resultat. 

Die im vorigen gemachten Mitteilungen fiihren zu der 
Schlubfolgerung, dai der in der beschriebenen Weise erhaltene 
Zuckersirup Fruktose, Galaktose und Arabinose enthielt. 
Wir stellten nun noch einige quantitative Versuche an. 7,0 g 
des im Wasserbade moglichst stark eingeengten Sirups wurden 
unter Befolgung der von Tollens gegebenen Vorschrift mit 
Salpetersdure oxydiert, die dabei entstandene Schleimsaure 
nach einigen Tagen abfiltriert und gewogen. Wir erhielten 
0.386 g dieser Séiure. Nimmt man an, daf die im Zuckersirup 
enthaltene Galaktose unter den von uns gewiihlten Versuchs- 
bedingungen 75°/o ihres Gewichtes an Schleimsiiure gegeben 
hat, so wiirden in jenen 7,0 g Zuckersirup 0,515 g oder ca. 7,4°/o 
Galaktose enthalten gewesen sein. Ferner bestimmten wir 
unter Befolgung der von Tollens gegebenen Vorschrift die 
urfurolmenge, die der Zuckersirup bei der Destillation mit 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, 5. 3235. 











QS E. Schulze und U, Pfenninger, 


Salzsiiure lieferte. Aus dem Gewicht des Furfurols berechnet 
sich fiir den Zuckersirup ein Pentosegehalt von ca. 45°/o (zu 
bemerken ist, daf} in diesem Quantum ca. 1°/o Methylpentose 
enthalten war). Der Zuckersirup war also sehr reich an Pen- 
tosen; ob nur Arabinose oder auch noch eine andere Pentose 
sich vorfand, lief sich nicht entscheiden. 

In der gleichen Weise wie die unreifen untersuchten 
wir nun auch die ausgereiften Samenhiilsen von Pisum 
sativum. Der Hemicellulosegehalt wurde hier = 33,8° » des 
Trockengewichtes der Hiilsen gefunden. Selbstversténdlich kann 
auch diese Zahl auf Genauigkeit keinen Anspruch machen. 
Abgesehen davon, dafi der Bestimmungsmethode verschiedene 
Miingel anhaften, kann auch die Rohfaser, deren Quantitiit 
“a. 30°/o vom Gewicht der trockenen Samenhiilsen ausmachte, 
noch eine kleine Menge von Hemicellulosen eingeschlossen 
haben. Endlich waren auch die ausgereiften Hiilsen nicht 
vollig frei von Stiirkemehl. Doch fand sich letzteres, wie die 
mikroskopische Untersuchung der Hiilsen zeigte, nur in duberst 
geringer Menge vor: es schien daher unnotig, diesen Bestand- 
teil quantitativ zu bestimmen. Wenn nun auch die fiir den 
Hemicellulosegehalt der Hiilsen gefundenen Zahlen nur ungenau 
sind, so berechtigen sie doch zu der Schlubfolgerung, daB diese 
Zellwandbestandteile sich dem Prozentgehalte nach in den 
reifen Hiilsen in weit gréBerer Menge vorfanden, als in den 
unreifen. Daraus folgt noch nicht, daB in den Hiilsen die ab- 
solute Hemicellulosenquantitét wiihrend des Reifens eine Zu- 
nahme erfahren hatte. Um festzustellen, ob letzteres der Fall 
war, verglichen wir die in 100 Stick unreifer und reifer Hiilsen 
enthaltenen Hemicellulosenmengen. Dabei ergab sich, dah 
100 Stiick unreifer Hiilsen 16,8 g, 100 Stiick reifer Hiilsen 
dagegen 17,6 g Hemicellulosen enthielten. Aus diesen Zahlen 
ist zu folgern, dafi die Quantitét der Hemicellulosen wiihrend 
des Reifens der Hilsen sich um einen geringen Betrag ver- 
groBert hatte. 

Kin Teil des aus den reifen Hiilsen erhaltenen «hemi- 
cellulosehaltigen Riickstands» wurde nun einige Stunden lang 
mit 3°/oiger Schwefelsaéure gekocht, die dabei erhaltene Losung 
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sodann ganz ebenso behandelt, wie die in gleicher Weise aus 
den unreifen Hiilsen erhaltene Fliissigkeit. Der auf diesem Wege 
sewonnene zuckerhaltige Sirup gab die oben angegebenen Reak- 
tionen der Fruktose; er lieferte ferner bei der Oxydation 
durch Salpetersiiure Schleimsiiure, jedoch nicht in grober 
Quantitét. Arabinose konnten wir in diesem Sirup nicht 
nachweisen. Als wir die bei Behandlung des Sirups mit heibem 
Alkohol erhaltene LOsung nach dem Erkalten in der von Ruff 
und Ollendorf (loc. cit.) vorgeschriebenen Weise mit Benzyl- 
phenylhydrazin zusammenbrachten, schieden sich zwar nach 
und nach weifbe Krystalle aus, die in kaltem Alkohol schwer 
ljslich waren. Beim Umkrystallisieren dieses Produktes aus 
Alkohol wurde aber ein Gemenge von etwas groferen_ pris- 
matischen und kleineren weifen Krystallen erhalten. Die gréberen 
Krystalle wurden so weit wie mdglich mechanisch von den 
kleineren getrennt und sodann aus Alkohol umkrystallisiert. 
lhr Sehmelzpunkt lag nun bei 107—-108°, war also sehr viel 
tiefer, als der Schmelzpunkt des Benzylphenylhydrazons der 
Arabinose; auch hatten die Krystalle ein ganz anderes Aus- 
sehen, wie die Krystalle des eben genannten Hydrazons. Még- 
lich ist, daB die kleineren Krystalle aus diesem Hydrazon_ be- 
standen; doch erhielten wir solche in zu geringer Menge, um 
sie identifizieren zu konnen. 

Die im vorigen beschriebenen Versuche wurden erginzt 
durch eine mikroskopische Untersuchung, die der cine von uns 
U. P.) unter gefalliger Mitwirkung von Professor H.C. Schellen- 
berg ausfiihrte. Dabei wurde folgendes gefunden: Der obere 
Teil!) der unreifen Hiilsen besteht auf der Aufenseite aus zwei 
bis drei verholzten Schichten bastfaseriihnlicher Zellen. Das 
Girundgewebe stellt ein grofes grobmaschiges Parenchym dar, 
das bis auf die innere Epidermis unverholzt ist. Die Membranen 
sind bei den unreifen Hiiisen nur an der inneren Epidermis 
wenig verdickt, die iibrigen sind diinn; sie geben mit Chlor- 
zinkjod violettblaue Fiirbung und bestehen grofitenteils aus 
Hemicellulosen. 


) Als der obere Teil der Hiilse wird derjenige Teil bezeichnet, der 


ecm Suelende entgegengesetzt ist. 
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Die ausgereiften Hiilsen zeigen die Bastfaserschicht besser 
entwickelt; dieselbe ist scharf gegen das Parenchym abgegrenzt. 
Das innere Parenchym bis zur inneren Epidermis ist zusammen- 
gedriickt und bildet die pergamentartige innere Schicht der 
Hiilsen:; sie ist, im Gegensatz zur Bastfaserschicht, unverholzt. 
Ihre Membranen haben sich wiihrend des Ausreifens auf das 
Vier- bis Sechsfache verdickt. Die Hemicellulosen finden sich 
hauptsiichlich im inneren Parenchym; Starkemehl ist nur in 
Spuren vorhanden und zwar im inneren Parenchym. 

Ks ist nun noch zu erwiihnen, daB die unreifen Samen- 
hiilsen von Pisum sativum zuweilen weit mehr Stirkemeh| 
enthalten, als in den fiir unsere Untersuchung verwendeten 
Hiilsen solecher Art gefunden wurde. Dab der Stiirkemell- 
sehalt dieser Hiilsen starke Schwankungen zeigt, lief sich 
schon aus der Untersuchung unter dem Mikroskop, fiir welche 
verschiedene Muster verwendet wurden, mit Sicherheit erkennen. 
In einem Muster, das unter dem Mikroskop viel Stiarkemeh! 
zeigte, fanden wir in einer Bestimmung, die nach dem oben 
angegebenen Verfahren ausgefiihrt wurde, einen Stiirkemehl- 
gehalt von 23,0°/o. In einem anderen Muster, das nach der 
mikroskopischen Untersuchung aérmer an Staérkemehl war, fanden 
wir dagegen nur 4,9°/o Stiirkemehl. 

Wir gehen nun zur Mitteilung der Resultate tiber, die 
wir bei Untersuchung der Samenhiilsen von Phaseolus vul- 
garis erhielten. Diese Hiilsen, die bekanntlich als mensch- 
liches Nahrungsmittel verwendet werden, sind in unreifem Zu- 
stande dick und fleischig, schrumpfen aber wiihrend des Aus- 
reifens stark zusammen. Sie dienen als Reservestoffbehilter : 
sowohl stickstoffhaltige wie stickstofffreie Stoffe gehen aus ihnen 
in bedeutender Quantitiit in die reifenden Samen tiber.!) Die 
unreifen Hiilsen wurden in zwei Entwicklungstadien (I und II) 
untersucht. Die im Stadium I sich befindenden Hiilsen waren 
am 10. August von den Pflanzen abgetrennt worden; sie hatten 
eine Liinge von durehschnittlich 10 em. Das Durchsschnitts- 


') Wir verweisen auf die Mitteilungen, die dariiber von U. Pfenninge1 
in den Berichten der Deutschen botanischen Gesellschaft, Bd. XXVII, 


«227° gemacht worden sind. 
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sewicht einer Hiilse betrug 4,91 g. Die in den Hiilsen ent- 
haltenen Samenkérner waren noch sehr klein (das Durch- 
schnittsgewicht eines Kerns betrug 0,03 g). Die dem zweiten 
Entwicklungsstadium angehorenden Hiilsen, geerntet am 2. Sep- 
tember, hatten im Durchschnitt eine Liinge von 11 cm und 
ein Gewicht von 7,0 g. (Die in den Hiilsen enthaltenen Samen- 
kérner hatten ein Durchschnittsgewicht von 0,29 g.) Die reifen 
Hiilsen wurden am 1. Oktober von den Pflanzen abgetrennt. 

Fiir das Trockengewicht von 100 Stiick Hiilsen wurden 
folgende Zahlen gefunden: 
f Stadium I[: 51,2 ¢ 

> IH: 100,1° » 

Reife Y «wee e aie Se 

Fiir den Gehalt der Hiilsen an Hemicellulosen wurden 
nach dem auch bei Untersuchung der Samenhiilsen von Pisum 
sativum angewendeten Verfahren folgende Zahlen gefunden: 


‘ e ‘ ( ‘ =f / 
Unreife Hiilsen j Stadium |: aja - 
| » I] : 15,65 °/o 


Unreife Hiilsen 


Reife «es « oo Sen 


Selbstverstandlich lief sich auch hier die Quantitiit der 
Hemicellulosen nur approximativ bestimmen.!) Die Griinde 
dafiir sind die gleichen, wie bei den Samenhiilsen von Pisum 
sativum. Die unreifen Hilsen enthielten Stérkemehl in_ be- 
deutender Quantitiit; bestimmt nach einem in J. KOnigs Hand- 
buch?) angegebenen Verfahren, betrug der Stiirkemehlgehalt 
der Hiilsen im Stadium I 24,63°/o, im Stadium II 24,95°/o. 
Die reifen Hiilsen enthielten, wie die Untersuchung unter dem 
Mikroskop zeigte, nur noch eine duberst geringe Stiirkemehl- 
menge; eine quantitative Bestimmung wurde in diesem Falle 
nicht ausgefihrt. 





') Die fiir die reifen Hiilsen angegebene Prozentzahl ist auch inso- 
iern mit einem Fehler behaftet, als das Stirkemehl nicht in Abzug ge- 
bracht worden ist; doch war der Stirkemehlgehalt dieser reifen Hiilsen 
so gering, dafi der diesem Umstande entspringende Fehler nicht von Be- 
lang ist. 

) 2. Auflage, S. 222. 
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Um festzustellen, welche Zuckerarten bei Hydrolyse dieser 
Hemicellulosen entstanden, verfuhren wir in folgender Weise: 
die getrockneten, sehr fein zerriebenen Hiilsen wurden zuniichst 
mit kalter, 0,25°/oiger Natronlauge extrahiert, dann bis zum 
Verschwinden der alkalischen Reaktion mit Wasser ausge- 
waschen. Bei den unreifen Hiilsen lieben wir dann zur Ent- 
fernung des Stiirkemehls eine Behandlung mit DiastaselOsung?!) 
folgen; bei den reifen Hiilsen wurde wegen ihres nur hochst 
geringen Stiirkemehlgehalts diese Behandlung weggelassen. Die 
in dieser Weise erhaltenen hemicellulosehaltigen Rickstiinde 
wurden dann einige Stunden lang mit 3°/oiger Schwefelsiiure 
gekocht, die so gewonnenen zuckerhaltigen LoOsungen ebenso 
behandelt, wie es oben fiir die in gleicher Weise bei Ver- 
arbeitung der Samenhiilsen von Pisum sativum erhaltenen 
Losungen angegeben worden ist.2) Auch in diesem Falle wurden 
also die mittels Baryumhydroxyd von der Schwefelsiiure be- 
freiten Fliissigkeiten eingedunstet, die sirupdsen Verdampfungs- 
riickstéinde wiederholt mit kochendem 95°/oigem Alkohol be- 
handelt, die dabei erhaltenen Losungen eingedunstet, die Ver- 
dampfungsriickstiinde wieder in kochendem Alkohol aufgenom- 
men. (Diese zur Reinigung der Lésung dienende Operation 
wurde spiiter noch ein- oder zweimal wiederholt.) Den un- 
gelost gebliebenen Teil des Sirups behandelten wir spiater noch 
mit etwas verdiinnterem kochendem Weingeist, wobei noch ein 
Teil in Losung ging. 

Die weingeistigen L6sungen lieferten beim langsamen Ver- 
dunsten unter einer Glasglocke iiber konzentrierter Schwefel- 
siiure in allen Fiillen Krystalle; diese Krystalle, die aus ver- 
diinntem Weingeist umkrystallisiert wurden, erwiesen sich als 
Galaktose. Was zuniichst die bei Verarbeitung der unreifen 
Hiilsen gewonnenen Priiparate betrifft, so ergaben sich bei der 
niiheren Untersuchung derselben folgende Resultate: 


') Die diastasehaltige Lésung wurde durch Extraktion von Grin- 
malz mit Glycerin hergestellt. 

*) Doch wurde bei den bei Verarbeitung der unreifen Hiilsen er- 
haltenen Zuckerldsungen die Behandlung mit Phosphorwolframsiéure weg- 
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Priiparat I. 


Eine wisserige Losung, die in 10 cem 1,0292 g Substanz 
enthielt, drehte im Soleil-Ventzkeschen Polarisationsapparat 
im 200 mm-Rohr bei 17° C. 47,5° nach rechts; demnach ist 
alp = + 80,1°. 

Das Priparat wurde nun noch einmal aus verdiinntem 
Weingeist umkrystallisiert, dann wieder im Polarisationsapparat 
untersucht: 

Eine wiisserige Losung, die in 10 cem 0,9037 g Substanz 
enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 17° C. 42,5° nach rechts; 
demnach ist |a]p = -+ 81,2°. 

Fiir reine Galaktose ist unter den gleichen Bedingungen 
[alp = + 81,6°. ') 

Wir bestimmten auch noch die Schleimsiiuremenge, die 
bei der Oxydation des Zuckers durch Salpetersiiure entstand 
der Versuch wurde nach der von Tollens gegebenen Vor- 
schrift ausgefiihrt) : 

1,30 g Substanz lieferten 1,006 g Schleimsiiure (der Schmelz- 
punkt derselben lag bei 213°). Dies entspricht einer Schleim- 
siiureausbeute von 77,4°/o. 

Nach Tollens und Kent?) liefert reine Galaktose bei der 
Oxydation unter den gleichen Bedingungen 77—78°/o Schleim- 
saure. 

Das Priiparat I war bei Verarbeitung der dem Entwick- 
lungsstadium I angehdrenden Hiilsen gewonnen worden. Auch 
bei Verarbeitung der im Stadium II sich befindenden Hiilsen 
wurde ein krystallisierter Zucker erhalten, der im Aussehen 
mit Praparat I tibereinstimmte und ebenso wie letzteres beim 
Erhitzen mit Phloroglucin und Salzsiure nicht die Keaktion 
der Pentosen gab. Da seine Quantitét nur gering war, so 
begniigten wir uns, festzustellen, daB der Zuckersirup, aus 
welchem diese Kristalle gewonnen wurden, bei der Oxydation 


‘) Wir verweisen auf die Angaben, die sich in O. E. von Lipp- 
manns Chemie der Zuckerarten finden. Bd. I, S. 703. 

*) Man vergleiche die beziigliche Angabe bei Lippmann, Chemie 
der Zuckerarten, Bd. 1, S. 720. 
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durch Salpetersiiure Schleimsdéure lieferte. Der Schmelz- 
punkt dieser Siure lag bei 212°. 

Neben Galaktose konnte auch Arabinose nachgewiesen 
werden. Dazu diente die weingeistige Mutterlauge, die nach 
dem Auskrystallisieren der Galaktose tbrig geblieben war. 
Diese Mutterlauge wurde eingedunstet, der dabei erhaltene 
Sirup in verdiinntem Weingeist gelést, die LOsung mit Benzy!- 
phenylhydrazin versetzt.!) Binnen 12 Stunden schieden sich 
in der Fliissigkeit weibe Krystalle aus, die sich bei langerem 
Stehen noch vermehrten; sie wurden mehrmals aus heibem 
absolutem Alkohol umkrystallisiert. Das in dieser Weise ge- 
wonnene Produkt zeigte das gleiche Aussehen, wie ein aus 
krystallisierter Arabinose auf dem gleichen Wege erhaltenes 
Benzylphenylhydrazon und schmolz gleichzeitig mit letzterem 
bei 171—172°. Bei der Zerlegung mittels Formaldehyd lieferte 
dieses Hydrazon einen Zucker, der mit Phloroglucin und Salz- 
siiure die Reaktion der Pentosen gab. 

Auch die in den ausgereiften Samenhiilsen von Phaseolus 
vulgaris enthaltenen Hemicellulosen lieferten bei der Hydrolyse 
Galaktose, und zwar lief diese Zuckerart sich in diesem 
Falle sehr leicht in Krystallen gewinnen. Als die in oben be- 
schriebener Weise erhaltene ZuckerlOsung eingedunstet, der 
Verdampfungsriickstand mit kochendem 95°/oigem Alkohol be- 
handelt, die vom Riickstand getrennte LoOsung der langsamen 
Verdunstung tiberlassen wurde, schieden sich binnen kurzer 
Zeit Krystalle in reichlicher Menge aus. Sie wurden aus ver- 
diinntem Weingeist umkrystallisiert. Auch der bei Behandlung 
mit kochendem 95°/oigem Weingeist ungelést gebliebene Teil 
des Zuckersirups lieferte beim Erhitzen mit stérker verditinntem 
Weingeist noch eine Lésung, die beim Verdunsten Krystalle 
gab. Das durch Umkrystallisieren gereinigte Produkt erwies 
sich als Galaktose, wie aus folgenden, mit mehreren Praparaten 
ausgefiihrten Versuchen hervorgeht: 


‘) Wir befolgten dabei die von Ruff und Ollendorf (loc. cit.) 


gegebene Vorschrift. 
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Priiparat II. 

Eine wasserige LOsung, die in 10 cem 0.5750 g Substanz 
enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 15° C. 27,0° S.-V. nach 
rechts; demnach ist ja]p = -+ 80,76°. 

Priparat III. 

Eine wisserige LOsung, die in 10 ccm 0,508 g Substanz 
enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 16° C. 24,0° S.-V. nach 
rechts; demnach ist [a]p — -+- 81,26°. 

Priaparat IV. 
Substanz 
.-V. nach 


Eine wisserige Lésung, die in 10 cem 0,5328 
enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 16° C. 24,8° 
rechts; demnach ist [a]p = —- 80,1°. 

Ferner wurden 0,8064 g der Krystalle nach der von 
Tollens gegebenen Vorschrift mit Salpetersiiure oxydiert. Dabei 
wurden 0,630 g Schleimsiiure erhalten. Die Ausbeute an Schleim- 
siiure betrug also 78,12°/o. 


So 83 


Priparat V. 

Eine wiisserige Losung, die in 10 cem 0.5450 g Substanz 
enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 16° C. 25,6° S.-V. nach 
rechts, demnach ist |aJp = -++ 80,8°. 

Aus der von den Galaktosekrystallen abgegossenen Mutter- 
lauge konnte nach der von Ruff und Ollendorf (loc. cit.) ge- 
gsebenen Vorschrift Arabinose in Form ihres Benzylphenyl- 
hvdrazons isoliert werden. Letzteres schmolz nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus heifem Alkohol gleichzeitig mit 
einem Kontrollpriiparat und lieferte bei der Zerlegung mit 
Formaldehyd einen Zucker, der mit Phloroglucin und Salzsaure 
die Reaktion der Pentosen gab. 

Zu erwihnen ist noch, dafi in der weingeistigen Zucker- 
losung, aus welcher Galaktose und Arabinose isoliert werden 
konnten, auch Fruktose enthalten zu sein schien; denn diese 
LOsung gab die oben beschriebenen Reaktionen, die man als 
charakteristisch fiir die genannte Zuckerart zu betrachten pflegt. 
Die Quantitét der Fruktose war vermutlich nicht grofB. In 
grofter Menge war ohne Zweifel in dem Zuckersirup Galaktose 
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enthalten. Die reifen Samenhiilsen von Phaseolus vulgaris ent- 
halten demnach ein Galaktan in sehr bedeutender Menge und 
kOnnen als ein sehr geeignetes Material zur Darstellung von 
krystallisierter Galaktose angesehen werden. 

Auch durch mikroskopische Untersuchungen konnten Hemi- 
cellulosen in den Samenhiilsen von Phaseolus vulgaris nach- 
gewiesen werden. Die beziiglichen Beobachtungen ftthren wir 
hier nicht im einzelnen auf, da sie an anderem Orte in einer 
groBberen Abhandlung zusammen mit anderen bei der Unter- 
suchung der Samen und Samenhiilsen von Phaseolus vulgaris 
erhaltenen Resultaten mitgeteilt werden sollen. 

Wie aus den im vorigen gemachten Angaben sich ersehen 
lift, sind die Samenhiilsen von Pisum sativum und Phaseolus 
vulgaris reich an den in stark verdiinnten heiben Mineralsiuren 
loslichen Zellwandbestandteilen, die man unter dem Namen 
Ilemicellulosen zusammenzufassen pflegt. Es ist nun noch 
die Frage zu erértern, ob diese Zellwandbestandteile hier als 
Reservestoffe dienen. Schon oben ist mitgeteilt worden, dab 
die Samenhiilsen von Pisum sativum wiihrend des Ausreifens 
nicht iirmer an Hemicellulosen werden; 100 Stiick unreife Hiilsen 
enthielten 16,8 g, 100 Stiick reife Htilsen dagegen 17,6 g Hemi- 
cellulosen.!) Fiir den Hemicellulosengehalt der Hiilsen von 
Phaseolus vulgaris leiten sich aus den friiher angegebenen 
Prozentzahlen unter Beriicksichtigung des Trockengewichts der 
Hiilsen folgende Zahlen ab: 

100 Stiick Hiilsen enthielten: 


Im Stadium I 9,9 g Hemicellulosen 
: I] 15.7 > 
» » Til (reife) 31,5 » » 


Wiihrend des Reifens der Hiilsen hatte also die Quantitiil 
der Hemicellulosen sich stark vermehrt. Selbstverstiindlich 
kOnnen obige Zahlen auf Genauigkeit keinen Anspruch machen: 
doch sind die ihnen anhaftenden Fehler ohne Zweifel nicht so 


'’ Das Trockengewicht von 100 Stiick Hiilsen betrug: 
Unreife Hiilsen 91.3 e 


Reife » d2,1 > 
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croh, dab die Zuliissigkeit unserer Schluffolgerung dadurch irgend- 
wie in Frage gestellt werden kénnte. Weder bei Pisum sativum, 
noch bei Phaseolus vulgaris konnte demnach durch quantitative 
Bestimmungen eine Abnahme der Hemicellulosen wiihrend des 
Reifens der Hiilsen nachgewiesen werden. Ob man aber daraus 
schlieBen darf, dai diese Zellwandbestandteile hier nicht als 
Reservestoffe, sondern lediglich als Material zum Aufbau der 
lliilsen dienten, ist doch vielleicht fraglich. Denn es ist denkbar, 
daf ein Teil der in den unreifen Hiilsen enthaltenen Hemi- 
cellulosen in lésliche Produkte tiberging!) und den reifenden 
Samenkornern zugeftihrt, spiiter aber durch Bildung einer neuen 
Quantitit von Stoffen soleher Art in den Hiilsen ersetzt wurde. 
iir eine solche Annahme konnte vielleicht die Tatsache sprechen, 
dai wir bei Pisum sativum zwar aus den unreifen, nicht aber 
aus den reifen Hiilsen Arabinose gewinnen konnten:?) dem An- 
schein nach unterlag also das in den Hiilsen enthaltene Araban 
hier dem Verbrauch. Gesetzt aber auch, dali dies richtig ist, 
<0 haben doch jedenfalls die Hemicellulosen hier als Reserve- 
stoffe eine weit geringere Bedeutung als andere stickstofffreie 
bestandteile, z. B. das Stiirkemehl. bei Phaseolus vulgaris 
waren die unreifen Hiilsen sehr reich an Stirkemehl, wihrend 
sich letzteres in den reifen Hiilsen nur in héchst geringer Menge 
vorfand; die Annahme, dafi wiihrend des Reifens das Stiirke- 
mehl in Lésung ging und daf die dabei entstandenen Produkte 
den in der Entwicklung begriffenen Samenkornern zugeftihrt 
wurden, muB als eine berechtigte angesehen werden. Der 
Stirkemehlgehalt der unreifen Samenhiilsen von Pisum sativum 
war zwar geringer, betrug aber doch ca. 8°/o der Trocken- 


lea ’ 
7 wieaniiig ‘ ST 


‘, Ob ein solcher Vorgang in den reifenden Samenbiilsen statt- 
‘indet oder nicht, wird sich vielleicht durch eine mikrochemische Unter- 
suchung entscheiden lassen 
?) Freilich kénnen wir, wie aus den oben gemachten Angaben zu 
ersehen ist, nur behaupten, dafi es nicht gelang, unter den bei Hydrolyse 
beziiglichen Hemiceliulosen entstandenen Produkten Arabinose nach- 
zuweisen. Der Grund dafiir kann aber darin gelegen haben, daf\ hier 
ein anderes Produkt sich vorfand, dessen Vorhandensein die Isolierung 


der Arabinose unmdglich machte. 
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substanz der Hiilsen,!) wéhrend in den reifen Hiilsen nur noch 
eine minimale Staérkemehlmenge vorhanden war; auch hier 
scheint demnach das Starkemeh! fiir die Ernahrung der reifenden 
Samenkérner verwendet worden zu sein. 

Ohne Zweifel dienen die in den Samenhiilsen von Pisum 
sativum und Phaseolus vulgaris in groBer Menge sich vorfin- 
denden Hemicellulosen vorzugsweise als Material zum Aufbau 


dieser Pflanzenteile. 


1) DafK’ bei einem anderen Muster der Samenhiilsen der Stirke- 
mehlgehalt weit héher war (er betrug hier 23,0°/o der Trockensubstanz), 
tw) o } i 


ist oben angegeben worden. 




















Untersuchungen iiber die Gallen einiger Polartiere. 
IV. Mitteilung. 
Uber die Gallen einiger Seehunde. 


Von 


Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1910.) 


Die untersuchten Gallen stammten von folgenden Tier- 
arten her: Phoca barbata (O. F. Miiller), Phoca groen- 
landica (O. F. Miller), Phoca foetida (QO. F. Miller) und 
Cystophora cristata (Erxleben). Die Gallen waren, wie 
vsewOhnlich, direkt in Alkohol aufgesammelt worden und ibre 
Verarbeitung geschah in wesentlicher Ubereinstimmung mit der 
der Wallrofgalle.!) Dies gilt auch hinsichtlich der quantitativen 
Analysen, und ich diirfte wohl also hier, unter Hinweis auf 
meine friiheren Arbeiten auf diesem Gebiete, die erhaltenen 
Zahlen ohne weiteres anfiihren kOnnen. 


I. Quantitative Zusammensetzung der untersuchten Gallen. 


A. Galle von Phoca barbata (Mischgalle von mehreren 


Individuen). 
Von den in absolutem Alkohol léslichen Stoffen waren: 
Atherfiillbar 96,5 %/o 


Nicht iitherfillbar  3,5°/o. 
100 Teile in absolutem Alkohol lésliche Stoffe enthielten: 


Taurocholate 90,84 
Glykocholat und Seifen 5,66 
Phosphatide Spuren 


Cholesterin, Fett, Farbstoff 3,50. 


'’ Diese Zeitschrift, Bd. LXI. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. LXVIII. 8 
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Bb. Galle von Phoeca groenlandica (Mischgalle von mehreren 
Individuen). 


Von den in absolutem Alkohol léslichen Stoffen waren: 
Atherfiillbar 98,07 9/0 
Nicht dtherfallbar 1,93°/o. 

100 Teile in absolutem Alkohol lésliche Stoffe enthielten: 


Taurocholate 89.67 
Glykocholat und Seifen 4.10 
Phosphatide (als Lecithin berechnet) 4,50 
Cholesterin, Fett, Farbstoff 1,93. 


C Galle von Phoca foetida (Mischgalle von 2 Individuen) 
Von den in absolutem Alkohol l6slichen Stoffen waren: 
Atherfiillbar 96,79 °/ 
Nicht datherfaillbar 3,21 °/o. 
100 Teile in absolutem Alkohol lisliche Stoffe enthielten : 


‘Taurocholate 88,64 
Glykocholat und Seifen 6,51 
Phosphatide (als Lecithin berechnet) 1,64 
Cholesterin, Fett, Farbstoff 3,21. 


D. Gallen von Cystophora cristata (von 2 verschiedenen 
Individuen, a und 8). 


Von den in absolutem Alkohol léslichen Stoffen waren: 
a b Mittel 

Atherfiillbar 8S 9/0 8Y, 37/9 88,69 9/0 

Nicht itherfillbar 12°/o 10,63°%/o0 11,351 /o. 

100 Teile in absolutem Alkohol lésliche Stoffe enthielten : 


a b Mitte! 
Taurocholate 70,24 74,55 72,40 
Glykocholat und Seifen 9,63 4,69 7,16 
Phosphatide (als Lecithin berechnet) 12,98 15,18  14,0s 
Cholesterin, Fett, Farbstoff 4,40 5,08 6,36. 


Folgende Zusammenstellung gibt eine Vergleichsiibersich' 
von der Zusammensetzung der Gallen, wie oben mit 4, B, ( 
und 1) bezeichnet. 
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A B C D 


O/ 0 0 0 


‘Taurocholate 90,84 89,67 88,64 72,40 
Glykocholat und Seifen 5,66 4,10 6,51 7,16 
Phosphatide (als Lecithin berechnet) Spuren 4,30 1,64 14,08 
Cholesterin, Fett, Farbstoff 3,90 1,93 3,21 6,36. 


Siimtliche untersuchten Gallen sind also reich an Tauro- 
cholat und arm an Glykocholat. Dementsprechend wurden die 
Losungen der schleimfreien Gallen in Wasser nicht von Blei- 
zucker, Kupfersulfat, Alaun, Chlorcaleium oder Chlorbaryum, 
Zinkehlorid, Quecksilberchlorid oder Silbernitrat gefillt. Eisen- 
chlorid gab eine Fiillung, welche neben einer reichlichen Menge 
Farbstoff auch einen kleinen Teil der Gallensiiuren enthielt. 
Bleiessig und in noch hdherem Grade Bleiessig mit Ammoniak 
erzeugte eine reichliche, sehr voluminése Fallung. 

Bemerkenswert ist der verschiedene Gehalt an Phospha- 
tiden. Im allgemeinen ist er klein, in der Galle A sind nur 
Spuren vorhanden, in der Galle D (von Cystophora) betrigt er 
aber rund 14°/o. Dementsprechend ist auch in dieser Galle 
die Menge der atherfiillbaren Stoffe kleiner als in den anderen. 
\Viihrend in diesen letzteren siimtliche Phosphatide so voll- 
stiindig von dem Ather mit den Gallensalzen ausgefiillt wurden, 
daf die atherldslichen Stoffe bis auf Spuren von Phosphatiden 
nur aus Cholesterin, Fett und Farbstoff bestanden, blieb in der 
Cystophoragalle ein bedeutender Teil der Phosphatide neben 
etwas gallensaurem Salz in der Alkohol-Atherlisung zuriick. 
a die Gesamtmenge der Cystophoragalle nur eine geringe war, 
und da die drei tbrigen Gallen nur wenig Phosphatide ent- 
hielten, konnte eine niihere Untersuchung iiber die Art der 
letzteren nicht ausgefiihrt werden. Die Menge der Phosphatide 
wurde einfach aus dem Phosphorgehalte der alkoholléslichen 
Stoffe als Lecithin berechnet. Das Cholesterin wurde eben- 
falls nicht direkt bestimmt; sein Vorkommen in allen 4 Gallen 
war aber leicht zu konstatieren. 

Bilirubin kam in ziemlich reichlicher Menge in den 3 erst- 
genannten Gallen vor; in der nur schwach gefiirbten alkoho- 
lischen Lésung der Galle ) gelang aber sein Nachweis nicht 

gx 
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und dasselbe gilt beziiglich dieser Galle auch fiir den Nachweis 
von Urobilin. Dieser Farbstoff fehlte in der Galle B, kam in 
geringer Menge in der Galle C und in reichlicher Menge in 
der Galle A vor. In den 3 Gallen 4, B und PD konnte auch 
eine reduzierende, jekorinéhnliche Substanz in geringer Menge 
nachgewiesen werden. 


II. Die Gallensauren der untersuchten Gallen. 


Die Hauptuntersuchung wurde auf das Studium der Gallen- 
siiuren eingerichtet und das Verfahren war hierbei im wesent- 
lichen dasselbe wie bei der Untersuchung der Wallrofgalle. 
Es wurde also erst durch Fallung mit Eisenchlorid eine Frak- 
tion 1 und dann aus dem Filtrate eine aus der schwerloéslichen 
u-Taurocholsiiure bestehende Fraktion 2 gewonnen. Dagegen 
wurden nicht zwei besondere Fraktionen 3 und 4 hergestellt, 
sondern der nach Ausscheidung von Fraktion 2 zurtickgebliebene 
Rest der Gallensiiuren wurde, ohne weitere Trennungsversuche, 
zur Darstellung der entsprechenden Cholalséiuren verwendet. 
Beziiglich der niiheren Details der Untersuchungsmethoden kann 
ich auf meine Arbeit tiber die Wallrofgalle!) hinweisen, und 
ich beschriinke mich also hier auf eine Darlegung der Ver- 
suchsergebnisse. Es soll hierbei jede Art von Galle gesondert 
besprochen werden. 


A. Galle von Phoeca barbata. 


Aus der Eisenfraktion I konnte ich in kleiner Menge eine 
Glykocholsiiure isolieren, die einen intensiv bitteren Geschmack 
hatte. Sie war jedenfalls nicht gew6hnliche Glykocholsiure, 
indem ihr Alkalisalz von Losungen von Chlorbaryum, Chlor- 
ealcium oder Chlormagnesium reichlich gefallt wurde. Sie ver- 
hielt sich also wie Glykocholeinséure. In der Eisenfraktion 
kam auch eine schwefelhaltige, intensiv bitter schmeckende 
Siiure vor, die vielleicht Taurocholeinsaéure war. 

Aus der Fraktion 2, welche lange nicht so reichlich wie 
aus der Wallrofgalle zu erhalten war, erhielt ich eine in Wasser 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXL. 
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schwerlésliche Taurocholsiure, deren Identitiét mit a-Phocae- 
taurocholsdure wohl unzweifelhaft ist. Sie hatte niimlich die- 
selbe Krystallform, gab dieselben Farbenreaktionen und lieferte 
ein Natriumsalz, dessen Losung in Wasser bei der Konzen- 
tration 4,18 °/o die spezifische Drehung [a], = -++ 40,3° zeigte. 

Die spezifische Drehung des reinen Salzes aus Wallrof- 
galle zeigte bei den Konzentrationen 3,98—5,45°/o die spezi- 
ische Drehung [a], = + 40,55—41,54°. 

Die a-Phocaetaurocholsiiure kommt jedoch in der Galle 
von Phoca barbata in viel geringerer Menge als in der des 
Wallrosses vor. Sie wurde nach demselben Prinzipe wie die 
Siiure der Wallrofgalle, unter Impfen mit ein wenig der 
krystallisierten Siaiure, bestimmt und ihre Menge war 6,78 °/o 
der gesamten Gallensiiuren. Dieser Wert ist allerdings nur ein 
ungefiihrer, zeigt aber, dal} diese Galle bedeutend iirmer an 
u-Phocaetaurocholsiiure als die Wallrobgalle ist, in welcher ihre 
Menge reicblich 50°/o von den gesamten Gallensiuren betrug. 

Die in der Galle von Phoca barbata in grofter Menge 
vorkommende Gallensiiure ist die in der Wallrofgalle ge- 
fundene, als B-Phocaetaurocholsiiure bezeichnete Taurocholsiiure. 
Diese Saure wurde nicht als soleche isoliert; aber ihr Vorkommen 
wurde durch den Nachweis der entsprechenden Cholalsiure, 
welche tiber das Baryumsalz dargestellt und gereinigt wurde, 
bewiesen. Die zweimal aus Aceton umkrystallisierte Siiure 
hatte den Schmelzpunkt + 218° C. Fir die aus Wallrofgalle 
dargestellte reine B-Phocacholalsiiure wurde der Schmelzpunkt 
220-—222° C. gefunden. 

Die C- und H-Bestimmung ergab folgende Zahlen: 

0,2638 g lieferten 0,230 g H,O = 9,68°0 H 
und 0,684 g CO, = 70,71°/o C. 

Dies stimmt hinreichend genau mit der geforderten Formel 

der B-Phocaecholalsiiure (= Isocholsdéure) C,,H,,0.. 


Ges Berechnet : Gefunden : 
Cc 70,59 / 70,71°/o 
H 9.80 Yo 9.68 °/o 


AuBer den nun genannten Saéuren konnte auch gewohn- 
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liche Taurocholséure als Cholsiure — nachgewiesen werden. 
Ihre Menge war aber, wie in der Wallrobgalle, nur eine geringe. 

Die Galle dieser Seehundart enthielt also dieselben Saéuren 
wie die WallroBgalle. In quantitativer Hinsicht bestand aber 
der Unterschied, dai die Menge der a-Séure bedeutend kleiner 
und die der B-Siiure bedeutend gréfer als in der Wallrol- 


galle war. 
B. Galle von Phoca groenlandica. 


Diese Galle enthielt ebenfalls eine Glykocholséure, welche 
bezuglich des Geschmackes und ihres Verhaltens zu den lés- 
lichen Erdalkalisalzen wie eine Glykocholeinsiiure sich verhielt. 
Das unzureichende Material gestattete jedoch leider keine mehr 
eingehende Untersuchung. Die a-Phocaetaurocholsaure mit allen 
ihren typischen Eigenschaften war leicht zu isolieren. Ganz rein 
wurde sie jedoch nicht erhalten, denn das Natriumsalz zeigte 
die spezifische Drehung [a], = + 39,41° statt 40,5—41,5 °. 
Diese Galle war reich an a-Siure, denn ihre Menge betrug 
44,52°/o von der Gesamtgallenséiuremenge. In dieser Hinsicht 
stand also die Galle des Gronlandseehundes der Wallrofgalle 
nahe. Die B-Phocaetaurocholsiiure kam auch in reichlicher Menge 
vor und wurde als die entsprechende B-Cholalsiure isoliert. 
Sie wurde aus Aceton umkrystallisiert und an dem Schmelz- 
punkte und dem negativen Ausfalle sowohl der Myliusschen 
Jodcholsiiurereaktion wie der Salzséurereaktion erkannt. Ge- 
woOhnliche Cholsiure. erkennbar durch Schmelzpunkt, Farben- 
reaktionen und Krystallform, konnte ebenfalls, obzwar in nur 
geringer Menge, isoliert werden. Diese Galle enthielt also die- 
selben Saéuren wie die Wallrofgalle und stand ihr durch den 
hohen Gehalt an a-Siiure nahe. 


C. Galle von Phoeca foetida. 


Die Gesamtmenge der zu verarbeitenden Galle war sv 
klein, daB ich sie nur auf die Anwesenheit der zwei spezifischen 
Siiuren priifen konnte. Die a-Phocaetaurocholsaure konnte ich 
isolieren und ihre Identitét durch Schwerloéslichkeit in Wasser. 
Krystallform und Farbenreaktion konstatieren. Dagegen konnte 
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ich sie nicht in reinem Zustande, in einer zur Bestimmung 
der spezifischen Drehung des Natriumsalzes geniigenden Menge 
erhalten. Ihre Menge, in gewohnlicher Weise (unter Impfung) 
bestimmt, war 20,3°/o von den gesamten Gallensiiuren. Die 
auskrystallisierte Siiure war jedoch gelb gefiirbt und unrein, 
-o daf der obige Wert nur ein ungefiihrer ist. Er berechtigt 
aber immerhin zu dem Schlusse, dab diese Galle ziemlich reich 
an der fraglichen Siiure war. 

Die B-Saéure wurde, wie gewohnlich, als die entsprechende 
Cholalsiure nachgewiesen. Die letztere konnte indessen infolge 
der geringen Menge des Untersuchungsmateriales nicht in ge- 
niigend reinem Zustande isoliert werden. Durch das negative 
Verhalten der Séure zu der Myliusschen Jodprobe und der 
salzsdureprobe konnte indessen gezeigt werden, daf hier eine 
andere Siéure als Cholsiiure und a-Phocaecholsiure vorlag. Fiir 
ihre Identitét mit 8-Cholalséiure sprach der Schmelzpunkt, 
welcher zwar nicht konstant war, aber immer tber 200° lag. 
(as Aussehen des krystallisierenden Baryumsalzes und dessen 
sehr groBe Schwerléslichkeit in Wasser sprachen ebenfalls zu- 
sunsten einer solchen Identitaét. Gewohnliche Taurocholsiure, 
als typische Cholsiure aus dem Taurocholatgemenge erhalten, 
kam auch in dieser Galle in geringer Menge vor. 


D. Galle von Cystophora cristata. 


Wie in der Wallrofgalle und den Gallen der zwei erst- 
genannten Seehunde konnte ich auch in dieser Galle eine 
Glykocholsiure nachweisen, welche durch die Schwerloslichkeit 
ihrer Erdalkalisalze wie auch durch ihren intensiv bitteren 
(reschmack wie die Glykocholeinsiiure sich verhielt. 

Der Nachweis und die Isolierung von o-Phocaetaurochol- 
siiure in dieser Galle war mit gewissen Schwierigkeiten ver- 
knuipft. Nach Zusatz von gegen 3°/o CHI zu der 15—20°/oigen 
Losung der vorher durch Fallung mit Eisensalz gereinigten 
vallensauren Salze schied sich, selbst nach Impfung mit ein 
wenig krystallisierter Siiure, keine a-Phocaetaurocholsiure aus, 
wihrend dies in den anderen Gallen der Fall war. Selbst in 
einer Konzentration von 25°/o wurde die LoOsung nach Zusatz 
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von Salzsiiure nur nach einiger Zeit schillernd von feinen 
Nadeln, die nicht abgesaugt werden konnten. Es wurde des- 
halb die Losung in diinner Schicht bei gegen 0° der freiwilligen 
Verdunstung tiberlassen. Hierbei setzten sich nach einiger 
Zeit am oberen Fliissigkeitsrande Drusen von Krystallnadeln 
ab, die in die Fliissigkeit verteilt wurden. Thre Menge ver- 
mehrte sich nun, und nachdem die Fltissigkeit zu einem Sirup 
sich konzentriert hatte, enthielt sie eine so reichliche Menge 
von Krystallnadeln, meistens zu Biischeln oder Ballen gruppiert, 
das ich sie absaugen konnte. 

Die so gewonnene Masse war fast weil. Sie wurde in 
das Natriumsalz tibergefiihrt, dieses in Wasser zu einer ziem- 
lich konzentrierten Losung gelOst und mit Salzsiure versetzt. 
Aulfallenderweise war die Menge der hierbei sich ausscheiden- 
den, krystallisierten Siiure viel kleiner als man aus der Menge 
des gelésten Natriumsalzes zu erwarten hiitte. Der Grund hier- 
zu lag, wie ich bei einer mehr eingehenden Untersuchung fand, 
darin, dafi die Hauptmasse der aus der sirupésen Losung aus- 
krystallisierten Siiure gewOhnliche Taurocholsiiure war. Eine 
Kontrollprobe mit Taurocholat zeigte auch, daf gewohnliche 
Taurocholsiiure bei geniigender Konzentration unter den oben 
genannten Bedingungen aus Wasser krystallisieren kann. 

Die obengenannte, zum zweiten Male ausgefiillte, kry- 
stallisierte Siiure, welche das Aussehen der a-Phocaetaurochol- 
siiure hatte, wurde zwischen Papier stark gepreBt und war nun 
rein weil}. Sie wurde in das Natriumsalz tibergefiihrt und dessen 
spezifische Drehung bestimmt. Bei der Konzentration 1,08” » 


wurde gefunden (a)%) = -- 39,3°. Da die spezifische Drehung 


des reinen Salzes als Mittel ++ 41,1°, die des gewodhnlichen 
Taurocholates 23—24° und die des B-Phocaetaurocholates 20,5" 
ist, kann wohl kein Zweifel dariiber bestehen, daf hier das 
etwas unreine Salz der a-Phocaetaurocholséure vorlag. Dies 
wurde noch weiter dadurch bestiitigt, daB die ausgefiillte freie 
Siiure in Wasser schwerléslich war und bei der Salzsaure- 
probe die sehr schdn violettblaue Farbe der a-Séure und ihr 
Absorptionsspektrum gab. 

Die Galle von Cystophora enthielt also unzweifelhaft wie 
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die anderen Seehundgallen die a-Phocaetaurocholsiiure. Die 
Menge dieser Siiure war aber sehr klein und sie konnte nicht 
quantitativ bestimmt werden. 

Dagegen enthielt diese Galle verhiiltnismabig viel gewOhn- 
liches Taurocholat und hierdurch wurden auch die Isolierung 
und der Nachweis der 6-Phocaesiiure etwas erschwert. Wie 
gewOhnlich wurde sie als die entsprechende Cholalsiiure durch 
die Darstellung des Baryumsalzes isoliert. Nun ist allerdings 
dieses Baryumsalz sehr schwerldslich in Wasser, wiihrend das 
geewOhnliche Baryumcholat darin verhiiltnismiibig leicht léslich 
ist: aber trotzdem ist es schwer, bei Anwesenheit von etwas 
groBeren Mengen Cholsiiure das Baryumsalz der f-Siiure rein 
zu erhalten. Es sind hierzu wiederholte Umkrystallisationen, 
wobei das Baryumsalz jedesmal erst in das Natriumsalz umge- 
wandelt werden muf, notwendig, und dies kann nicht ohne 
eroBe Verluste an Material geschehen. Aus dem Grunde habe 


ich auch aus dieser Galle keine zur Elementaranalyse — sel 
es des Baryumsalzes oder der freien Siéure — gentigende 


Menge Material erhalten. Ich habe nur den Schmelzpunkt der 
siiure priifen und ihre Farbenreaktionen studieren kénnen. 

Die Siiure gab weder die Myliussche Jodprobe noch eine 
larbenreaktion mit Salzsiiure, und hierdurch wie auch durch 
den hohen Schmelzpunkt, 218° C., unterscheidet sie sich von 
cewOhnlicher Cholsiiure und von a-Phoecaecholsaure. Durch den 
negativen Ausfall der Farbenreaktionen wie auch durch die 
erofe Schwerléslichkeit des Baryumsalzes iihnelt sie der Cholein- 
siiure und der Desoxycholsiiure, unterscheidet sich aber von 
beiden durch den hdheren Schmelzpunkt. Die wasserfreie 
Choleinséure schmilzt bei 185—187° C. und die Desoxycholsiure, 
wasserfrei aus Aceton krystallisiert, hat den Schmelzpunkt 
|\72—173°C. Aus diesen Griinden und da der Schmelzpunkt der 
in Rede stehenden Séure — 218° C. — dem Schmelzpunkte 
der reinen B-Phocaecholalsiiure, 220 — 222° C., nahe liegt, sehe 
ich mich berechtigt, diese Cholalsiure als B-Phocaecholalsaure 
zu betrachten. 

Die Galle von Cystophora cristata enthielt also eine Glyko- 
choleinsiure und drei Taurocholsiiuren. Von den letzteren kam 








115 0. Hammarsten, Uber die Gallen einiger Polartiere. IV. 


die a-Phocaetaurocholsiure nur in sehr geringer Menge vor. 
In ziemlich bedeutender Menge enthielt diese Galle gewohnliche 
Taurocholsiiure: die in gréfSter Menge vorkommende Siéure war 
aber die B-Phocaetaurocholsiure. 

Die untersuchten vier Arten von Seehundgallen enthielten 
also dieselben Gallensiiuren wie die Wallrofgalle. Das relative 
Mengenverhiltnis war in der Galle des Grénlandseehundes auch 
ziemlich annihernd dasselbe, in den anderen Seehundgallen 
war es dagegen ein mehr abweichendes. Am meisten abweichend 
von allen tibrigen war die Galle von Cystophora, indem sie 
sehr arm an a-Phocaetaurocholsiure, aber reicher an Phospha- 
tiden als die anderen war. Gemeinsam fiir alle von mir unter- 
suchten Phocaceengallen ist es, dai sie zwei spezifische, bei 
anderen Tieren noch nicht beobachtete Cholalséuren, die a- und 
8-Phocaecholalsiiuren, enthalten. 














Vergleichende Untersuchungen 
liber Pepsin- und Chymosinwirkung bei Hund und Kalb. 
Von 


Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1910.) 


In einem vorigen Aufsatze!) habe ich vergleichende Unter- 
suchungen tiber Pepsin- und Chymosinwirkung der Magen- 
infusionen von Kalb einerseits und von Pferd, Huhn und Hecht 
anderseits mitgeteilt. Aus diesen Untersuchungen wurde der 
SchluB gezogen, dafi in den Kalbsmageninfusionen entweder 
ein anderes Enzym vorkommt oder andere, noch unbekannte 
Verhiiltnisse als in den anderen Infusionen obwalten. Ich konnte 
deshalb auch, wenigstens bis auf weiteres, nur das Kalbs- 
chymosin als das typische Chymosin betrachten. Uber die 
Enzyme des Hundemagens hatte ich keine besondere Unter- 
suchungen ausgefiihrt; aus gewissen, in derselben Arbeit an- 
cefiihrten Griinden konnte ich aber als sehr wahrscheinlich 
behaupten, da auch beim Hunde die Verhiiltnisse anders als 
beim Kalbe liegen miissen. Diese Vermutung gewann noch 
weiter an Wahrscheinlichkeit durch eine Arbeit von Migay 
und Sawitsch,?) in welcher sie unter gewissen Versuchsbe- 
dingungen eine Parallelitat zwischen Pepsin- und Chymosin- 
wirkung bei Menschen und Hunden herstellen konnten. Bang®*) 
hat naémlich schon langst gezeigt, daB Menschen- und Kalbs- 
chymosin verschieden sich verhalten; und wenn die Enzym- 
wirkungen bei Hund und Mensch tibereinstimmen, liegt also 
hierin ein neuer Wahrscheinlichkeitsbeweis fiir die Nichtidentitat 
der Magenenzyme bei Hund und Kalb. 

') Diese Zeitschrift, Bd. LVI. 


2) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII. 
®) Pfliigers Archiv, Bd. LXXIX. 
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Ich fand es also der Miihe wert, vergleichende Unter- 
suchungen tiber Pepsinverdauung und Milch-, bezw. Caseinge- 
rinnung bei Hund und Kalb zu unternehmen, und in diesem 
Aufsatze werde ich hauptsiichlich tber die Versuche mit Milch 
berichten. 

Da ich keinen Kalbsmagensaft erhalten kann und _ also 
ausschlieBlich auf Kalbsmageninfusionen hingewiesen war, multe 
ich des Vergleiches halber auch mit Infusionen auf Hunde- 
miigen arbeiten. Die Infusionen wurden in der von mir in dem 
vorigen Aufsatze angegebenen Weise dargestellt, und zwar 
mit Salzsiiure von 0,2°/o HCl. Der Siéuregrad wurde in jeder 
Infusion durch Titration mit "10-Natronlauge und Lackmus als 
Indikator bestimmt und, da er regelmabig etwas niedriger als 
0,2°/o HCl war, durch Siiturezusatz genau auf diesen Wert ge- 
bracht. Der Gehalt an festen Stoffen wurde nach der Neutrali- 
sation der Siiure durch Eintrocknen bestimmt. Die unten mit- 
geteilten Zahlen geben also den Gehalt an festen Stoffen nach 
Abzug des bei der Neutralisation gebildeten Kochsalzes an 

Da es fiir das Chymosin charakteristisch ist, daB es auch 
bei neutraler oder sogar sehr schwach alkalischer Reaktion 
wirkt, sollte der Vergleich zwischen den zwei Arten von I[n- 
fusionen beztiglich der Chymosinwirkung eigentlich nur bei neu- 
traler Reaktion geschehen. Dies ist aber kaum médglich, weil 
man, wie angegeben wird, eine Hundeinfusion oder Hunde- 
magensaft nicht neutralisieren kann, ohne die labende Wirkung 
so stark abzuschwiichen, dafi sie bei starkerer Verdiinnung 
kaum zum Vorschein kommt. Migay und Sawitsch glaubten 
zwar in ihren Versuchen mit neutralisierten Infusionen diese 
Unannehmlichkeit dadurch umgehen zu konnen, da sie die 
Milch mit CaCl],-Lésung versetzten, wodurch man bekanntlich 
die Milechgerinnung sehr beschleunigen kann. Sie haben aber 
hierbei tibersehen, worauf ich weiter unten zuriickkomme, da!) 
man durch Zusatz von CaCl, die Reaktion der Milch verander' 
und die Anzahl der H-Ionen vermehrt, und auch diese Ver- 
suchsanordnung war also ausgeschlossen. 

Ich entschlo8 mich deshalb dazu, von Versuchen mi 
neutralisierten Infusionen giinzlich abzustehen und ausschliel- 
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lich mit sauren Infusionen zu arbeiten. Der einzige Eingriff, 
den ich mir erlaubte, besteht also darin, daB ich die Infusionen 
mit destilliertem Wasser oder mit Salzsiure von 0,2°/o HCl 
verdinnt habe. Alle Hypothesen von durch die Neutralisation 
bedingter Schaédigung oder Liihmung der Enzyme, Entstehung 
von hemmenden Substanzen usw., die man gegen die Beweis- 
kraft friherer Versuche ins Feld gefiihrt hat, fallen also bei 
dieser Versuchsanordnung weg. Zur Entscheidung der Frage, 
ob die Milchgerinnung eine besondere Chymosin- oder nur 
eine Pepsinwirkung ist, kann eine solche Versuchsanordnung 
allerdings nicht gut geeignet sein; sie kann aber andere, sehr 
lehrreiche Resultate geben. Die erstgenannte Frage diirfte wohl 
auch kaum durch Versuche mit Milch allein gelést werden 
kOnnen. Zu ihrer LOsung sind nach meiner Ansicht besonders 
Versuche mit reinen CaseinlOsungen notig, und aus dem Grunde 
habe ich auch das Hauptgewicht auf Versuche mit solchen L6- 
sungen gelegt. Uber solche Versuche werde ich in spiiteren 
Aufsatzen ausfiihrlicher berichten. In diesem Aufsatze will ich 
nur einige wenige Versuche mit reinen Caseinlosungen mit- 
teilen und ich will hauptsiichlich das ungleiche Verhalten von 
llunde- und Kalbsmageninfusionen zu der peptischen Eiweil- 
verdauung einerseits und der Milchgerinnung anderseits zeigen. 
Die hiertiber angestellten Versuche sind teils nur orientierende 
und teils gelten sie die Wirkung verschiedener Sadiuremengen 
oder des Zusatzes von CaCl,. Ich teile hier erst einige orien- 
tierende Versuche mit. 


I. Versuche mit Milch. 


a) Orientierende Versuche mit Hunde- und 


Kalbsmageninfusionen. 


Versuch 1. Die beiden Infusionen, welche, wie immer, 
erst einige Stunden bei K6rpertemperatur gestanden hatten, 
um etwa vorhandenes Zymogen in Enzym tiberzufiihren, wurden 
genau auf 0,2°/o HCl gebracht. Die Kalbsmageninfusion enthielt 
0,755°/o feste Stoffe. Die Hundemagenfusion, welche 0,812°/o 
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feste Stoffe enthielt, wurde mit so viel Salzséiure von 0,2°,o HC! 
verdiinnt, daf ihr Gehalt an festen Stoffen ebenfalls 0,755 2°,» 
war. Zur Feststellung des relativen Pepsingehaltes wurden die 
beiden Infusionen teils direkt teils nach weiterer Verdunnung 
mit Salzsiiure von 0,2°/o HCl in dem Verhiltnisse 2: 2 und 
1:3 nach Mett verglichen. Die relativen Pepsinmengen ver- 
hielten sich als Mittel aus diesen Bestimmungen bei Hund und 
Kalb wie 16:9 und die Hundemageninfusion enthielt also gegen 
doppelt so viel Pepsin wie die Kalbsmageninfusion. Die beiden 
Infusionen wurden nun mit Wasser zu !/10, 1/20, 1/40, 1/80 ver- 
diinnt. Von jeder Verdiinnung wurde 1 ccm zu je 10 cem vorer- 
wiirmter Milech gesetzt. Die Temperatur war 37°C. Die Re- 
sultate waren folgende: 


Hund Kalb 
Verdiinnungsgrad Gerinnungszeit Verdiinnungsgrad Gerinnungszeil 
10 Keine “10 1 Min. 
20 — 120 1 » 45Sek. 
Gerinnung 
1/40 a al 1 go 3 » 30 » 
in 7 Stunden . or ) 
5, ‘ Ugo 6 » 30 »(ungef.) 


Da in keiner der Proben mit Hundemageninfusion Ge- 
rinnung nach 7 Stunden stattgefunden hatte, wurde jede Probe 
mit 1 ecm Kalbsinfusion !/10 versetzt. Die Gerinnung trat nun 
in allen Proben in weniger als 1 Minute ein. Trotzdem dic 
Hundeinfusion fast doppelt so reich an Pepsin wie die Kalbs- 
infusion war, zeigte sich also die erstere als unwirksam gegen 
Milch in einer Verdiinnung, in welcher die letztere die Milch 
in etwa 1 Minute koagulierte. Diese Hundeinfusion, welche zu 
vielen anderen Versuchen verwendet wurde, war jedoch in 
weniger starker Verdiinnung wirksam auf Milch. 

Versuch 2. Die Hundemageninfusion enthielt 0,817 ° 
und die Kalbsinfusion 0,690°/o feste Stoffe. Der Sééuregrad 
war in beiden 0,2°/o HCl. Die Verdauung nach Mett ergab 
fiir den Pepsingehalt das Verhiiltnis Hund: Kalb = 22: 16. 
Verdiinnung mit Wasser wie unten angegeben. ‘Temperatu! 
35—36°. Auf je 10 ecm Milch kam 1 ccm Infusion. Die Re- 


sultate waren folgende: 
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Hund Kalb 
Verdiinnungsgrad Gerinnungszeit Verdiinnungsgrad Gerinnungszeit 
1 ') 1 Min. 15 Sek. Vite 2 Min. 10 Sek. 
‘Ve 7» ‘32 4 » 20 » 
1/4 2 Std. 10 Min. ‘64 8 » 30 
'/3 8S >» ties 17 >» 
'/16 9 » (sauer) 1 256 33 


Wie manersieht, besteht gar keine Proportionalitaét zwischen 
Pepsin- und Labwirkung der beiden Infusionen. Die Hunde- 
infusion wirkt iéiuferst schwach milchkoagulierend, wenn man von 
der unverdiinnten und der mit Wasser auf !/2 verdiinnten Probe 
absieht. In der ersteren war aber der Siiuregrad der Infusion 
0.2°/o HCl, in der letzteren 0,1°/o. Diese zwei Proben sind 
also in keiner Weise mit denjenigen der Kalbsinfusionen ver- 
cleichbar, weil diese so stark mit Wasser verdiinnt waren, dal 
die Siurewirkung wohl nicht in Betracht kommt. Die ungemein 
kriiftigere Wirkung der Kalbsmageninfusionen wird also hier- 
durch a fortiori bewiesen. Ein anderes Verhalten, welches 
in die Augen springt, ist die Abweichung der Labwirkung in 
den Hundeinfusionen von dem Zeitgesetze, wihrend die Wirkung 
der Kalbsinfusionen diesem Gesetze gut folgt. Hier kommt 
aber wiederum die Siiurewirkung in der unverdiinnten und 
schwach verdiinnten Hundeinfusion in Betracht, und des Ver- 
gleiches halber war es deshalb von Interesse, die Versuche 
in der Weise auszufiihren, daf der Sauregrad der Infusionen 
in allen Proben derselbe war. Zu dem Ende war es nur notig, 
die Infusionen statt mit Wasser mit Siiure von 0,2°,/9 HCl zu 
verdiinnen. Nach diesem Prinzipe wurden die zwei folgenden 
Versuche ausgefiihrt. 

Versuch 3. Dieselben 2 Infusionen wie im Versuche 1. 
Verdiinnung mit Salzsiiure von 0,2°/o. Auf je 10 ccm Milch 
kamen nur 0,5 cem Infusion. Der Verdtinnungsgrad 1 der Hunde- 
infusion bedeutet, wie immer, die unverdiinnte Infusion. Infolge 
der kraftig labenden Wirkung der Kalbsmageninfusion mubte 
dieselbe schon von Anfang an nur in ziemlich starker Ver- 
diinnung angewendet werden. Temperatur 36—35°. 


') Bedeutet die unverdiinnte Infusion. 


/ 
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Hund Kalb 
Verdiinnungsgrad Gerinnungszeit Verdiinnungsgrad Gerinnungszeit 
1 2 Min. 45 Sek. ‘eo 2 Min. 
ae 11 >» "/50 a » 

1's 2 Std. 20 Min. "/100 9 » 380 Sek. 
‘/s 7 » 26 » 1/200 19 » 
1/16 8 » (sauer) */400 37 > 

"/s00 1 Std. 45 Min. 


Da der Séuregrad hier tiberall derselbe war, sind die 
Glieder der zwei Versuchsreihen miteinander genau vergleichbar, 
und man sieht wiederum den vollstandigen Mangel an Parallelitiit 
zwischen Pepsin- und Chymosinwirkung. Die Pepsinwirkung 
war kriéftiger in der Hundeinfusion, die Chymosinwirkung um- 
gekehrt auBerordentlich viel kraftiger in der Kalbsinfusion. 
Das verschiedene Verhalten gegeniiber dem Zeitgesetze kommt 
auch in diesem Versuche zum Vorschein. 

Versuch 4. Dieselben Infusionen wie im Versuche 2. 
Verdiinnung mit 0,2°/o HCl. Auf je 10 ccm Milch 0,5 ccm 
Infusion. Temperatur 37—36°. 


Hund Kalb 
Verdiinnungsgrad Gerinnungszeit Verdiinnungsgrad Gerinnungszei| 
I 8 Min. 39 30 Sek. 

Ie 21 » ‘64 1 Min. 

it 2 Std. 9 Min. "19s 2 > 

Vy 3 » 5d » ‘e76 3 » 380 Sek. 
1/16 6G >» 1/519 7 » 1a—20> 


Der Versuch zeigt wesentlich dasselbe wie der vorige. 
Der Pepsingehalt war Hund : Kalb = 22: 16; die Chymosin- 
wirkung war aber 50Qmal so stark in der Kalbs- wie in der 
Hundeinfusion, und von einer Parallelitat der zwei Enzym- 
wirkungen kann es also keine Rede sein. Da ich in dem 
folgenden mehrere Beweise fiir diesen Mangel an Parallelitiit 
anfiihren werde, diirfte es tiberfliissig sein, weitere Versuche 
dieser Art anzufiihren. Ich will also hier nur als festgestell! 
hervorheben, da die zwei Enzymwirkungen, die peptische Eiweil- 
verdauung und die Milchkoagulation, in den Mageninfusionen von 
Hund und Kalb unter den obigen Versuchsbedingungen ganz 
verschiedenartig sich verhalten. 
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Der Grund hierzu kann natiirlich der sein, daf die beiden 
Tierarten nicht identische Magenenzyme enthalten; es wiire 
aber auch moglich, dab die Hundemageninfusionen hemmende 
Stoffe enthielten, welche in den Kalbsmageninfusionen fehlen. 
In dem letzteren Falle ist es aber schwer zu verstehen, warum 
diese hemmenden Stoffe nur die Chymosinwirkung und_ nicht 
auch die Pepsinwirkung in den Hundemageninfusionen ver- 
hindern sollten, wenn man nach der unitarischen Ansicht beide 
Kknzymwirkungen nur als eine und dieselbe auffaBbt. Da ich 
genotigt bin, in dem folgenden auf diese Frage zuriickzukommen, 
kann ich sie hier beiseite lassen und ich will nur die Frage 
nach dem Vorkommen von hemmenden Substanzen hier be- 
sprechen. 

Da die Hundemageninfusionen zwar schwiicher als die 
Mageninfusionen von Kalb wirken, aber nicht unwirksam sind, 
kann man nicht gern annehmen, dab die erstgenannten In- 
fusionen einen grofBen UberschuS an hemmenden Substanzen dem 
Enzyme gegeniiber enthalten, und es war also nicht zu _ er- 
warten, daf man durch Zusatz von einer groferen Menge 
Hundeinfusion zu der Kalbsinfusion die Wirkung der letzteren 
verhindern oder wesentlich abschwiichen kénnte. Dem ist auch 
so. Wenn ich z. B. von einer Kalbsmageninfusion von dem 
Siiuregrade 0,2°/o HCl, das eine Mal 1 Volumen mit 9 Volumen 
llundemageninfusion von demselben Siiuregrade und das andere 
Mal 1 Volumen mit 9 Volumen Salzséure von 0,2 °/o vermischte 
und dann diese zwei LOsungen mit derselben Milch priifte, so 
gserann die Milch etwa gleich rasch in beiden Fallen. Tat- 
siichlich gerann sie eher ein wenig friiher mit dem Gemische 
der beiden Infusionen, was wohl daher riihrte, dab die schwache 
Wirkung des Hundeenzymes hier zu der Wirkung des Kalbs- 
enzymes sich hinzu addierte. In dieser Weise konnte ich 
jedenfalls nicht das Vorkommen von hemmenden Substanzen 
in der Hundemageninfusion nachweisen. 

Da man bekanntlich die Labwirkung der Mageninfusionen 
sowohl durch Séurezusatz wie durch Zusatz von CaCl, un- 
gemein beschleunigen kann, wiire es denkbar, daf} diese Zusatze 
gerade durch Aufhebung irgend einer hemmenden Wirkung 
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die Gerinnung beschleunigen. Wenn dies der Fall wire, kinnte 
man nun ferner denken, daf es vielleicht moglich sein wiirde, 
die Parallelitiit der beiden Wirkungen in den zwei Arten von 
Infusionen durch solche Zusitze herzustellen. Aus dem Grunde 
habe ich einige Versuche in dieser Richtung ausgefiihrt, und 
ich will erst die Versuche mit verschiedenen Siéiuremengen 
mitteilen. 


bh) Die Wirkung verschiedener Siituremengen auf die 
Gerinnung. 


In diesen Versuchen wurden die Infusionen in bekannten 
Verhiltnissen mit Salzsiiure von 0,2°/o verdiinnt, und der Siéure- 
grad des Milchinfusiongemenges wurde in der Weise geiindert, 
dal ich auf je 10 cem Milch bezw. 0,5 1 oder 2 ccm saurer 
Infusion zusetzte. Gleichzeitig mit der Siuremenge schwankte 
also die Enzymmenge in der Mischung und auch (ein wenig) 
der Wassergehalt der letzteren. Die Versuche sind also keine 
reinen Versuche uber die Siiurewirkung allein unter sonst 
gleichen Verhiiltnissen, denn ihre Aufgabe war nur, zu priifen, 
ob es moglich war, die Parallelitét der zwei Enzymwirkungen 
durch steigenden Sduregehalt herzustellen. Da die Versuche 
ohne weiteres verstiindlich sind, fiihre ich direkt ein paar solche 
als Beispiele an. 

Versuch 5.  Dieselben Infusionen wie in Versuch 1. 
Verdiinnung mit 0,2°/o HCl. Temperatur 37° C. Verdiinnungs- 
grad 1 bedeutet wie gewodhnlich unverdiinnte Infusion, Die 
Zeiten in den Kolonnen bedeuten selbstverstiindlich hier wie 
in den folgenden Versuchen die Gerinnungszeiten. 

















Hund 


Kalb 
peaeohnin | —------ —— 
Verd.- O,5cem | Leem | 2cem | Verd.- 0,5cem | Lleem | 2ccem 
Grad! Inf. | Inf. | Inf. Grad| Inf. | Inf. | Inf. 





1 2M.455k.1M.15Sk. 30 Sek. "/s0 | 5 Min. 1M.30Sk.) 305k. 

‘is 11 Min. 2 » 45 » 1 Min. ‘oo (9 M.30Sk.3 » 30 >» | 1M. 

«4 2St.20M. 9Min. 1M.30Sk.] !/200 | 19 Min. |7 » 30» | 2» 

Vs 7 » 26 » 25M.308, 3 Min. soo | BZ >» ~=6©| 14Min. | 4 
34 


> | v9 





116 SS »(sauer) 354 Min. 6 » Vgoo (1 St. 45 M. 
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Aus dem Versuche ist ersichtlich, daB der Mangel an 
Parallelitat nicht durch steigende Siure- (und Ferment-) Zusiitze 
aufgehoben werden konnte. Bei Vergleich von den Proben mit 
gleichen Mengen Infusion findet man ferner, daf die Siiure 
viel starker auf die Hunde- als auf die Kalbsinfusionen wirkt. 
In den Versuchen mit Kalbsinfusion wird die Gerinnung durch 
Zusatz von 2 ccm saurer Infusion auf !/9 oder !/10 der bei 
Zusatz von 0,5 ccm erforderlichen Zeit reduziert. In den Ver- 
suchen mit entsprechenden Mengen Hundemageninfusion und 
dem Enzymgehalte 1.4 und !/s wird die Zeit auf rund !/140 oder 
'/148 reduziert. Da die Gerinnung mit dem Hundeenzym also 
viel stirker als die mit Kalbsenzym durch dieselbe Siiuremenge 
beschleunigt wird, ist zu erwarten, da man eine enzymiirmere 
Kalbsinfusion in bezug auf ihre milchkoagulierende Wirkung 
einer enzymreicheren Hundeinfusion aquivalent machen kénnen 
soll. Dies ist in der Tat auch der Fall. So werden, wie man 
findet, durch Zusatz von 2 cem saurer Infusion, die Hunde- 
infusionen 1, 1/2 und 1/4 in bezug auf milchkoagulierende Fiihig- 
keit fiquivalent den Kalbsinfusionen 3/50, 4/100 und 1/200. Hin- 
sichtlich der Chymosinwirkung kann man also zwei Infusionen 
gleichwertig machen, von denen die eine mehr als 50mal so 
viel Pepsin wie die andere enthilt. Dagegen gelingt es nicht, 
in dieser Weise zwei Infusionen von etwa demselben Pepsin- 
gehalte aquivalent in bezug auf die Labwirkung zu machen, 
was wohl ohne weiteres verstiindlich ist. Sobald ich Kalbs- 
infusionen von 1/16, '/s benutzte, fand niimlich die Koagulation 
in nicht meBbarer Zeit statt. 

Da siimtliche von mir nach diesem Plane ausgefiihrten 
Versuche im wesentlichen dasselbe Resultat gaben, diirfte es 
genug sein, nur noch einen Versuch mitzuteilen. 

Versuch 6. Kalbsmageninfusion 0,2°/o HC] und 0,840° 0 
feste Stoffe. Hundeinfusion von demselben Siituregrad mit 0,890°/o 
festen Stoffen. Verdauung nach Mett ergab fiir den Pepsin- 
gehalt das Verhiiltnis Hund : Kalb = 25: 16. Verdiinnung mit 
Salzsiiture von 0,2°/o HCl. Verdiinnung 1 = unverdiinnter 


‘ 


Infusion. Temperatur 36—35° C. 











128 Olof Hammarsten. 





Hund 








Kalb 

Verd.- 0,5 cem Lecm (2ccm | Verd.-) 0,8cem | lecm, 2 cem 

(rad Infus. Infus. Infus. | Grad Infus. Infus. Infus. 
| 6 M.380Sk. 1M. 50Sk. 20Sek.]) '/se §1M.30Sk. 30Sek. on 
Als 13 Min. 3 » 30» 40 » 164 3 Min. 1 Min. 15S.ungef. 

4 29 >» 7 Min. 1Min.} '/12 6G » 2 » 30 Sek. 
lg (J St.57M.14M.308,) 2 » “igse | 12 >» 4 » 1M.10Sk, 

6 » 30 »)| 42 Min. yD >» ‘512 250 » 9 » (2 » 30 
Viioga | OZ > 20 » 15 » 10 » 


Hier sieht man wiederum, wie bei den stiirkeren Enzym- 
verdiinnungen die Siiure die Wirkung des Hundeenzymes un- 
gemein viel stiirker als die des Kalbsenzymes_ beschleunigt, 
und man findet ferner, dal eine Kalbsmageninfusion, deren 
Pepsingehalt weniger als 1/61 von dem der Hundeinfusion be- 
triigt, durch Siiurezusatz in bezug auf Milehgerinnung mit der 
Hundeinfusion iiquivalent gemacht werden kann. Die Unmdog- 
lichkeit, zwei in bezug auf Pepsinwirkung iiquivalente Infusionen 
auch beziiglich der Labwirkung dquivalent zu machen, ist leicht 
verstiindlich, wenn man aus der Tabelle ersieht, dah schon 
eine Kalbsinfusion yon dem Enzymgehalte '/s2 die Milch in 
dem Verhiiltnisse 2 : 10 in nicht bestimmbarer Zeit koagulierte, 
und da es unmoglich war, mit weniger stark verditinnten Kalbs- 
infusionen zu arbeiten. Man ersieht ferner aus diesen zwei 
Versuchen, dah das Zeitgesetz, welches bei niedrigen Enzym- 
und Siiuremengen in den Versuchen mit Hundemageninfusionen 
nicht zum Vorschein kommt, bei héheren Siiure- und Enzym- 
mengen hier etwa ebenso gut wie in den Versuchen mit Kalbs- 
infusionen sich geltend macht. 

Das wesentlichste Resultat dieser Versuche ist aber, dab 
es nicht mOglich war, zwei beziiglich des Pepsingehaltes gleich- 
wertige Infusionen auch beziiglich der Labwirkung gleichwertig 
zu machen. Dagegen gelang es, zwei Infusionen, von denen 
die eine mehr als 50- oder 60mal so viel Pepsin wie die 
andere enthielt, in bezug auf die Labwirkung aquivalent zu 
machen, ein Verhalten, welches nicht zugunsten der Identitit 
der zwei Enzymwirkungen spricht. 
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Dab die Gegenwart von mehr Siiure bei niedrigem Enzym- 
gehalt viel kriiftiger die Wirkung des milchkoagulierenden 
Enzymes von Hund als von Kalb befordert, kann natirlich 
daran liegen, dafi beide Enzyme vielleicht nicht identisch sind. 
Es kann aber auch darauf beruhen, dali die Hundeinfusionen 
hemmende Stoffe enthalten, welche in den Kalbsinfusionen 
fehlen oder nur in so geringer Menge vorkommen, dal ihre 
Wirkung nicht einmal bei neutraler Reaktion merkbar ist. Zu- 
gunsten einer solchen Ansicht spricht vielleicht auch, daf man 
durch Séurezusiitze auch beim Hunde das Zeitgesetz wieder 
herstellen kann. Da nun aber die Siiure auch die Gerinnung 
durch das Kalbsenzym stark beschleunigt, mufb man aufer der 
obigen auch die weitere Annahme machen, dali die Siure 
auBber durch etwaige Aufhebung hemmender Einfliisse auch in 
anderer Weise beschleunigend auf die Gerinnung wirkt. Ge- 
niigende Anhaltspunkte zur Klérung der Frage, ob die Hunde- 
infusionen hemmende Stoffe enthalten oder nicht, kénnen die 
nun mitgeteilten Versuche jedenfalls nicht liefern. 


c) Die Wirkung des Chlorecalciums auf die Gerinnung. 


Diese Versuche wurden in der Weise ausgeftihrt, dal 
die CaCl,-Lésung (von 10°/o) nicht den Infusionen, sondern 
der Mileh zugesetzt wurde, so dafi der Gehalt der letzteren an 
CaCl, in den verschiedenen Versuchen 0,05, 0,1, 0,2 und 
hdechstens 0,4°/o betrug. In diesen Versuchen wurde teils eine 
Vergleichsprobe ohne CaCl, und teils eine Kontrollprobe mit 
CaCl, ohne Infusion hergestellt, die letztere Probe aus dem 
Grunde, daB man mitunter Milch erhalten kann, welche nach 
Zusatz von gréferen CaCl,-Mengen auch ohne Zusatz von 
Enzymlésung bei Kérpertemperatur mehr oder weniger voll- 
stiindig gerinnt. Auch zu den Versuchen mit CaCl, wurden 
stels mit Siiure verdiinnte Infusionen verwendet, und es kamen 
auf je 10 eem Milch immer 0,5 cem Infusion. Da die Versuchs- 
resultate ohne weiteres verstiindlich sind, bemerke ich hier 
nur, daB die Zeitangaben in den Tabellen natiirlich die Ge- 
rinnungszeiten bedeuten. 
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Versuch 7. Dieselben Infusionen wie in Versuch 1. 
Pepsingehalt nach Mett: Hund: Kalb = 16:9. 





Verd.-Grad 0,0% CaCl, ,0,05% CaCl,  0,1%o CaCl, | 0,2°/o CaCl, 








— M4 2 Std. 10 Min. 7 Min. 2 Min. 30 Sek. 1 Min. 45 Sek. 


. rt 30 » 26Min.30Sek. 7 Min. 2 » 380 » 
Kalb "tL ¢0 10 Min. 4Min. 30 Sek. 3 Min. 15 Sek. 2 Min. 15 Sek. 
al 
le00 «3S | | C20) t> | 15 Min, 6 Min. 3 » 30 » 


Man ersieht hier sogleich die enorme Beschleunigung, 
welche das CaCl, bewirkt, und man findet ferner, dab, gerade 
<o wie Bang!) fiir das Parachymosin gefunden hat, das CaCl, 
die Wirkung der Hundemageninfusionen ungemein viel kriif- 
tiger als die der Kalbsmageninfusionen beeinfluBt. Ein Gehalt 
von nur 0,05°/o CaCl, kiirzt z. B. beim Hunde die Gerinnungs- 
zeit von 2 St. 10 Min. auf 7 Min., bezw. von 4 St. 30 Min. 
auf 26 Min. ab, wéhrend beim Kalbe die Gerinnungszeit nur 
von 10 Min. auf 4 Min. 30 Sek., bezw. von 20 Min. auf 13, Min. 
abgekiirzt wird. 

Versuch 8. Die Hundemageninfusion enthielt 0,871°/o 
feste Stoffe. Die Kalbsmageninfusion war dieselbe wie in dem 
Versuche 2, mit 0,690°/o festen Stoffen. Séuregrad 0,2°/». 
Pepsingehalt, nach Mett bestimmt, Hund: Kalb = 22: 16. 








j 


Verd.-Grad 0,0°/o CaCl, | 0,05 °/o CaCl, | 0,1°/o CaCl, | 0,2°/o CaCl, 











2 | 14 Min. | 8 Min, 2Min. 30 Sek./1 Min. 25 Sek. 
sia ve | 42 » | 11 > | 5 Min, 2 » 80 > 
‘/e 120» | 26 » | 10 » 5 Min. 
he ome Stam |1Std.7Min.| 23 » | 10 > 
Kalb | 104 13 Min, 5 Min, 2 Min. 30 Sek, 2 Min. 
‘128 25Min.30Sek., 10 » 5 » 4 >» | 38 » 


Daf in diesem Versuche die Gerinnungszeiten in den 
Versuchen mit Kalbsmageninfusion ohne CaCl, nicht dieselben 
wie in dem Versuche 2 mit derselben Infusion, sondern etwas 


') Pfliigers Archiv, Bd. LXXIX. 
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linger sind, liegt wohl kaum daran, da8 die Milch nicht in 
beiden Fallen dieselbe war. Die Ursache ist wohl vielmehr 
die verschiedene Enzymmenge, indem in diesem Versuche nur 
0,5 cem der mit Siiure verdiinnten, in dem Versuche 2 dagegen 
1 ccm der mit Wasser verdiinnten Infusion verwendet wurde. 
AuBer der stark beschleunigenden Wirkung des CaCl, sieht 
man in diesem Versuche auch, dafi bei Gegenwart von 0,05°/ 
CaCl, die Infusionen Hund !/2 und Kalb !/61 und bei Gegen- 
wart von 0,1°/o CaCl, Hund !/4 und Kalb 1/128 hinsichtlich 
der milchkoagulierenden Wirkung ungefiéhr jiquivalent sind. 
Eine Aquivalenz bei sehr verschiedenem Pepsingehalte findet 
man auch in dem folgenden Versuche. 

Versuch 9. Dieselben Infusionen wie im Versuche 6. 
Pepsinrelation Hund: Kalb = 25: 16. 














Verd.-Grad 0,0°%o CaCl, | 0,1°/o CaCl, | 0,2°o CaCl, | 0,4°0 CaCl, 











‘le | 13 Min. 2Min. 830Sek.1Min.20Sek. 45 Sek. 
— | M4 | 29 >» | &S Min. 2 » 45 » 1 Min. 30Sek. 
|  1Std.57Min, 10 >» | 6 Min, 3 » 15 » 
ie (6 > 30 > | 34 >» | 14 >» (6 > 15 > 
es =| ~S B Min. = 1 Min. 30Sek.) 45 Sek. — 34Sck.(ungef.) 
Sixs | 6 » | 8 Min. 1 Min, 30 Sek. 1 Min. 10 Sek. 
Kalb | tse =| «612 «=» «© 15 Min.30Sek.| 3 Min. [2 >» 40 >» 
| ‘ere | 2 » | 11Min | 6 » (|& » 30 » 
| thoes | 52 » | 23 »  (|12Min.30Sek., 9 Min. 


Die nun angefiihrten Versuche zeigen also, dab das CaCl, 
die Wirkung beider Arten von Infusionen beschleunigt, die 
Wirkung des Hundeenzymes aber unverhiltnismiifig viel stirker 
als die des Kalbsenzymes. Es findet hier also ein dhnliches 
Verhalten wie in den Versuchen mit verschiedenen Siiure- 
mengen statt. Auch durch Zusatz von CaCl, kann ferner, wie 
die Versuche 8 und 9 zeigen, das Zeitgesetz, wenn es bei Ab- 
wesenheit von CaCl, nicht zutrifft, zur Geltung kommen. Da 
das CaCl, ferner viel stiirker auf das Hunde- als auf das Kalbs- 
enzym wirkt, mufi es unter Umsténden eintreffen konnen, daf 
man durch CaCl,-Zusatz zwei Infusionen, welche beziiglich des 
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Pepsingehaltes gar nicht équivalent sind, in bezug auf die 
Milchgerinnung iiquivalent machen kann. Dies ist auch in den 
zwei letzten Versuchen der Fall. Bei Gegenwart von 0,1°,) 
CaCl, waren niimlich in Versuch 9 die drei Hundeinfusionen 
1, 14 und?/s annithernd dquivalent den Kalbsinfusionen 1/128, 
s¢ und 4512, und bei Gegenwart von 0,2°/o CaCl, waren 
die Hundeinfusionen ';4 und !,s d&quivalent den Kalbsinfusionen 
1 oss und '512. Nun war die Hundeinfusion von Anfang an 
reicher an Pepsin als die Kalbsinfusion, das Verhiiltnis war 
Hund: Kalb etwa wie 1,56: 1 nach Mett gemessen. Man kann 
also durch CaCl,-Zusatz zwei Infusionen in bezug auf Chymosin- 
wirkung gleichwertig machen, trotzdem die eine mehr als 
64mal reicher an Pepsin als die andere ist. 

Der umgekehrte Versuch, zwei in bezug auf Pepsingehalt 
iiquivalente Hunde- und Kalbsmageninfusionen auch in bezug 
auf die Chymosinwirkung gleichwertig zu machen, ist mir 
dagegen nicht gelungen, und zwar aus dem Grunde, dali die 
Kalbsinfusionen schon ohne CaCl, kriiftiger als die Hunde- 
infusionen mit CaCl, wirken und dies sogar, wenn sie iirmer 
an Pepsin als die letzteren sind. So wirkt z. B. in dem Ver- 
suche 9 die Kalbsinfusion !/6s ohne CaCl, in 3 Minuten, die 
Hundeinfusion 116 bei Gegenwart von 0,4°/o CaCl, dagegen 
in 6 Min. 15 Sek. Ging ich dagegen von zwei in bezug aut 
Pepsingehalt mehr iiquivalenten Infusionen aus, niimlich von 
der Verdiinnung !\16 in beiden, so gerann das Milch-Kalbs- 
infusionsgemenge bei Gegenwart von 0,4°/9 CaCl, in unmefSbar 
kurzer Zeit, das Milech-Hundeinfusionsgemenge dagegen nach 
6 Min. 15 Sek. 

Bei vergleichenden Versuchen mit den Enzymen von Hund 
und Kalb war es also nicht moglich, zwei Infusionen von un- 
gefiihr demselben Pepsingehalte durch CaCl,-Zusatz gleichwertig 
in bezug auf die Chymosinwirkung zu machen. Dagegen konnte 
man durch Zusatz von dem Kalksalze eine solche Gleichwertig- 
keit der Labwirkung in zwei Infusionen erreichen, von denen 
die eine reichlich 50 oder 60 mal mehr Pepsin (nach Mett 
gemessen) als die andere enthielt. Die Hunde- und Kalbsmagen- 
infusionen zeigten also in ihrer labendenden und eiweibver- 
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dauenden Wirkung untereinander ein wesentlich anderes Ver- 
halten als dasjenige, welches die Magensiifte von Hund und 
Mensch in den Versuchen von Migay und Sawitsch!) zeigten. 

Migay und Sawitsch konnten niimlich durch Zusatz 
von CaCl, die Proportionalitiit zwischen Pepsin- und Chymosin- 
wirkung in den genannten Magensiiften herstellen. Sie sehen 
hierin einen Beweis zugunsten der Identitét des Pepsins und 
des Chymosins und sie glauben ferner aus ihren Versuchen 
schlieben zu konnen, dali es moglich ist «nach der einen Wir- 
kung auch die andere zu beurteilen, und dies um so mehr, 
als die Reaktion der Koagulation sehr einfach und bei Hinzu- 
fiigung von CaCl, gentigend sensibel ist und zu ibrer Vollen- 
dung nur wenig Zeit erfordert». 

Ich will nun allerdings nicht die Moglichkeit in Abrede 
stellen, daB eine solche beurteilung der einen Enzymwirkung 
nach der anderen fiir Magensiifte derselben Tierart oder solcher 
Tierarten, welche identische Enzyme enthalten, gestattet sein 
kann, was indessen noch nicht hinreichend gepriift worden ist. 
Wenn man aber mehr weitgehende Schliisse zieht und wenn man 
elaubt, aus der einen Wirkung die andere im allgemeinen be- 
urteilen zu konnen, so kann ich gar nicht einer solchen An- 
sicht beipflichten. Wenn ich z. B. nur aus der Milchgerinnung 
nach CaCl,-Zusatz den relativen Pepsingehalt einer Kalbs- und 
einer _Hundemageninfusion hiitte beurteilen wollen, so hitte ich 
leicht den Schlu8 ziehen kénnen, daB zwei Infusionen, von 
denen die eine tatsiichlich 50 oder 60 mal mehr Pepsin als 
die andere enthielt, ungefiihr dieselben Pepsinmengen enthielten. 
Ich muB also fortwiihrend wie bei friiheren Gelegenheiten da- 
vor warnen, die Gerinnungsversuche durch Zusatz von CaCl, 
zu komplizieren, bevor man die Wirkung dieses Salzes und 
diese schwierige Enzymfrage tiberhaupt mehr eingehend stu- 
diert hat, Ein solches, mehr eingehendes Studium der CaCl,- 
Wirkung diirfte um so mehr erwiinscht sein, als die Wirkungs- 
weise dieses Salzes nur zum Teil bekannt ist. 

In diesem Zusammenhange muf ich hier ein wenig auf 
die Versuchsanordnung von Migay und Sawitsch eingehen. 


‘) 1, c. Diese Zeitschrift, Bd. LXIIL. 
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Als etwas fiir das echte Chymosin Charakteristisches habe ich 
wiederholt seine kriiftige Wirkung auch bei neutraler Reaktion 
hervorgehoben. Um nun der Forderung einer neutralen Reak- 
tion bei ihren Arbeiten gerecht zu werden, haben die genann- 
ten Verfasser die Magensiifte mit Bicarbonat neutralisiert und 
dann, um die Reaktion zu beschleunigen, gewohnlich auf je 
10 ecm Milch 0,5—1 ecm einer 10°/oigen CaCl,-Lésung zu- 
gesetzt. In dieser Weise wurde, wie sie sagen, die Gerinnung 
«in einem neutralen Mitte» ausgefiihrt. Dies ist nun aber eine 
unrichtige Annahme, denn CaCl,-Zusatz fandert die Reaktion 
der Milch: sie wird stirker sauer. 

Dies ist wohl eine recht allgemein bekannte Tatsache, 
deren Richtigkeit leicht zu konstatieren ist. Wenn man ein 
nicht zu unempfindliches Lackmuspapier benutzt, kann man 
sich niimlich leicht davon tiberzeugen, daBb die Milch durch 
Zusatz von weniger als 0,5°/o CaCl, ihre Reaktion andert und 
stiirker als friiher auf blaues Papier reagiert. In besonders 
iiberzeugender Weise hat van Dam!) diese Wirkung von CaCl, 
gezeigt. Er konnte niéimlich nachweisen, da durch Zusatz von 
0,2°/o CaCl, der Gehalt an H-Ionen in der Milch drei- bis vier- 
mal gréBer wird. Durch Zusatz von 0,5—1°/o CaCl,, wie in 
den Versuchen von Migay und Sawitsch, vermehrt man also 
die Anzahl der gerade fiir die Pepsinwirkung bedeutungsvollen 
H-lonen: und da die Wirkung dieses Salzes wenigstens zum 
Teil eine Saéurewirkung ist, kénnen die Versuche von Migay 
und Sawitsch, in welchen die Parallelitét der zwei Enzym- 
wirkungen nach CaCl,-Zusatz erreicht wurde, nicht als Be- 
weise fiir die Identitét des Pepsins und Chymosins herange- 
zogen werden. 

Ich komme nun zu der Frage, inwieweit meine oben 
mitgeteilten Versuche mit der sogenannten unitarischen bezw. 
dualistischen Auffassung der zwei Enzymwirkungen zu verein- 
baren sind. 

Zugunsten der Identitéit der zwei Enzymwirkungen wird 
als das wichtigste und eigentlich wohl auch als das einzige 


') Diese Zeitschrift, Bd. LVIIL. 
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Argument die wiederholt beobachtete Proportionalitiit zwischen 
Pepsin- und Chymosinwirkung ins Feld gefiihrt. Nach meiner 
Ansicht spricht aber diese Proportionalitiit nicht weniger zu- 
gunsten der dualistischen Auffassung, wenn man auf den Stand- 
punkt von Nencki und Sieber!) sich stellt. 

Wenn man niimlich mit ihnen sich vorstellt, daf es ein 
srofes Fermentmolekiil gibt, welches gewissermafen zwei 
Seitenketten enthalt, von denen die eine die Pepsinwirkung, 
die andere dagegen die Chymosinwirkung erzeugt, so ist die 
Proportionalitat zwischen den zwei Enzymwirkungen etwas 
ebenso Selbstverstindliches, als wenn man nur eine und die- 
selbe Enzymwirkung annimmt. Ein an Ferment reicherer Hunde- 
magensaft muB beide Wirkungen in stiirkerem Mabe entfalten 
als ein fermentiirmerer; verdtinnt man mit Wasser, so miissen 
auch nach der dualistischen Ansicht beide Wirkungen parallel 
abnehmen. Wird ein Teil der Fermentmolekile zerstért oder 
cehemmt, so muf dasselbe geschehen. Ebenso ist es nach der 
dualistischen Ansicht leicht zu verstehen, dafi man, wie wieder- 
holt beobachtet wurde, die eine Wirkung in stiirkerem Grade 
als die andere liihmen, schwiichen oder hemmen kann, was 
nach der unitarischen Ansicht schwerverstiindlich ist und _ bis- 
her jedenfalls nicht in befriedigender Weise erklirt wurde. 
Man hat also nach meiner Ansicht nicht das Hauptgewicht auf 
die wiederholt beobachtete Parallelitét der zwei Enzymwirkungen 
zu legen; es kommt vor allem darauf an, die vielen bisher un- 
erklarten Falle, in welchen die Proportionalitaét nicht vorhanden 
war, aufzuklaren. 

Zu diesen Fillen gehort, unter anderen, der Mangel an 
Parallelitat zwischen den Wirkungen der Kalbsmageninfusionen 
einerseits und denen der Infusionen auf Migen von Mensch 
und gewissen Tieren anderseits. 

Halten wir uns zunichst an die Kalbs- und Hundemagen- 
infusionen, so will ich hier zuerst eine tibersichtliche Darstellung 
meiner Versuchsergebnisse, insoferne als sie den Mangel an 
Parallelitét zeigen, machen, damit die Gréfe der Unterschiede 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII. 
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deutlicher in die Augen springt. Als Mai des Pepsingehaltes 
habe ich dabei die nach Mett gefundenen Zahlen genommen. 
Als ungefiihres Mafi der Chymosinwirkung nehme ich die Ver- 
diinnungsgrade zweier Infusionen, welche, unter den fiir die 
Wirkung der Hundeinfusionen giinstigsten Bedingungen, in be- 
zug auf labende Wirkung gleichwertig waren. Wenn ich also 
z. B. das Optimum fiir die Labung mit Hundeinfusionen bei Zu- 
satz von 2 ecm Infusion von 0,2°/o HCl auf 10 cem Milch er- 
hielt, und wenn ich unter ganz denselben Bedingungen bei An- 
wendung einer Kalbsinfusion von 0,2°/o HCl fand, daf die 
Verdiinnungen (mit 0,2°/o HCI) 4/2, 1/4, !/s der Hundeinfusionen 
den Verdiinnungen ! ‘128, } 256, 1/519 der Kalbsinfusionen iiquivalent 
waren, so driicke ich dies so aus, daf ich sage, daf die Chymo- 
sinmengen in den zwei Arten von Infusionen ungefahr wie 1 : 64 
sich verhielten. Mache ich nun eine solche Zusammenstellung 
fiir 4 Versuche, von denen schon zwei in den vorigen mitgeteil! 
wurden, so finden wir folgendes: 


Pepsin Chymosin 
1. Hund: Kalb = 1 : 0,56 1:50 
2.» » = 1: 0,64 1: 64 
Z. » cm @ oes i: % 
4. ee ee 1 : 60. 


Die Unterschiede sind, wie man ersieht, so auSerordent- 
lich groh, dafB man sie nicht ohne weiteres aufer acht lassen 
kann. Nach der dualistischen Ansicht kann man diese Unter- 
schiede durch die Annahme erkliiren, dafS das Fermentmolekii 
beim Kalbe viel reicher an Chymosinseitenketten als beim Hunde 
ist. Nach der unitarischen Ansicht ist die Erklirung schwieriger. 
Man kann allerdings sagen, da die Magenenzyme nicht be! 
allen ‘Tierarten identisch sind; aber hiermit ist wenig gewonnen. 
Selbst wenn es verschiedene Pepsine gibt, muf man namlich 
die Parallelitiit zwischen Eiweifverdauung und Milchgerinnung 
finden kénnen, wenn diese zwei Prozesse nur eine und dieselbe 
Knzymwirkung — eine Pepsinverdauung — sind. Da diese 
Parallelitiit fehlt, mu8 man sich also nach anderen Erkliirungs- 
modglichkeiten umsehen. 

Als eine solche, welche zur Erklirung der ungleichen 
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Wirkung verschiedener Tierinfusionen vielleicht in Betracht 
kommen konnte, hat van Dam die wahrscheinlich schnelle 
Schiidigung dieser Infusionen durch neutrale Milech herangezogen. 
Er hat naémlich gefunden, daB bei Gegenwart von nur wenig 
Enzym oder von geschiadigtem Enzym die Gerinnung verhiiltnis- 
miibig viel rascher bei einer niedrigen Temperatur, z. B. 25° C., 
als bei einer hOheren, 37° C., verliiuft. Als das schiidliche Agens 
der Milch betrachtet er die Hydroxylionen derselben. 

Wenn nun diese letztere Ansicht richtig ist, kOnnte man 
a priori annehmen, dafi bei der von mir befolgten Versuchs- 
anordnung, wo mit sauren Infusionen in gréBerer Menge ge- 
arbeitet wurde, die Einwirkung der Hydroxylionen wegfallen 
wiirde, und dafi dementsprechend die ungleiche Temperatur 
ohne wesentlichen Einflufi sein sollte. Dem ist auch so, wie 
aus den folgenden zwei Versuchen hervorgeht. 

Versuch 10. Verdiinnung der beiden Infusionen von 
Hund und Kalb mit Salzsiiure von 0,20 HCl. Uberall 2 cem 
Infusion von 0,2°/o HCl zu 10 cem Milch. Die Zeiten bedeuten 
selbstverstandlich die Gerinnungszeiten. 


Temp. 26° C, 


Hund Kalb 
Verd.-Grad '/2 == 1 Min. 30 Sek. Verd.-Grad 4/32 == 1 Min. 
‘~=a 3 » > i464 == 2s 
lg = 6 » > '4e3 = 3 » 80 Sek. 
> ‘he =e 13 > > ‘ies6 == 7 
Temp. 37° C. 
Hund Kalb 
Verd.-Grad 12 = 30 Sek. Verd.-Grad '/sz == 20 a 25 Sek. 
, ¢ == 1 Mim. > 1/64 = 5O Sek. 
> ‘ie = ZZ » > ‘/t9g3 == 1 Min. 40 Sek. 
> 14g = 4 » 1d Sek. > Venn = 3 » 20 « 


/ 


Wie man ersieht, iibt die niedrige Temperatur unter diesen 
Versuchsbedingungen keinen giinstigen Kinflujb aus, und der 
Mangel an Parallelitét (die Pepsinmenge verhielt sich bei Hund 
und Kalb = 16:9) tritt ebenso gut bei der niedrigeren wie bei 
der héheren Temperatur hervor. Dasselbe findet man auch in 
dem folgenden, nach demselben Prinzipe angeordneten Versuche. 

Versuch 11. Siuregrad der Infusionen 0,2°/o HCl. Auf 
je 10 ecm Milch kamen immer 2 cem Infusion von 0,2°/o HCI. 
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Pepsingehalt war: Hund: Kalb = 30,25 : 25, also ziemlich 
nahe derselbe in beiden 


Temp. 24,5° C. 


Hund Kalb 
Verd.-Grad t/2 = 2 Min. 30 Sek. Verd.-Grad '/e = 45—50 Sek. 
> ‘a= 2 » > ‘es == 1 Min. 45 Sek. 
. =) » > ‘gs6 == 3 » 3O >» 
> ‘he = 21> > ‘aa=m 7 » 
Temp. 39° C. 
Hund Kalb 
Verd.-Grad '/2 == 40 Sek. Verd.-Grad !/64 == 20—80 Sek. 
> 4 == 1 Min. 25 Sek. » 4/193 == 1 Min. 
ig = 2 40» » ‘lese == 2 » 
“N16 = 5 30 » > '/519 =< 4 > 


Da die beiden Versuche iibereinstimmend keine begiinsti- 
gende Wirkung der niedrigen Temperatur, sondern eher das 
Gegenteil zeigen, und da die von van Dam angenommene 
Wirkung der Milchhydroxylionen bei der obigen Versuchsan- 
ordnung wohl nicht in Betracht kommt, habe ich es_ nicht 
notig erachtet, weitere Versuche dieser Art auszuftihren. 

Ks war also nicht moéglich, den Mangel an Parallelitiit 
zwischen Pepsin- und Chymosinwirkung durch Anderung der 
Temperatur aufzuheben, und man muf also versuchen, diesen 
Mangel in anderer Weise zu erkléaren. Wenn man sich er- 
innert, dali der einzige Eingriff, welcher bei meiner Versuchs- 
anordnung vorkommt, eine Verdtinnung mit Salzsaure von 
0.2°/o HCl war, so diirfte wohl die sonst tibliche Annahme von 
einer Lihmung, Schwichung oder Hemmung der einen Enzym- 
wirkung infolge verschiedener, durch die Versuchsanordnung 
bedingten Eingriffe ausgeschlossen sein. So weit ich ersehen 
kann, hat man nur an Verunreinigungen oder hemmende Stoffe, 
die von vornherein, sei es in der Milch oder in den Infusionen, 
vorhanden waren, zu denken. 

Beziiglich der Milch wiire es denkbar, dafi ihre lang- 
samere Gerinnung mit Infusionen von anderen Tieren, den 
Kalbsmageninfusionen gegentiber, nicht von den Infusionen, 
wenigstens nicht von ihnen allein, sondern von der Milch her- 
riihrte. Das Kalbsenzym ist von Anfang an auf die Kuhmilch 
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eingestellt, wiihrend dies nicht mit dem Hundeenzym der Fall 
ist. Die Kuhmilch konnte nun vielleicht Stoffe enthalten, welche 
auf das Hundeenzym, nicht aber auf das mit dem letzteren 
nicht identische Kalbsenzym hemmend einwirkten, in welchem 
Falle der Mangel an Proportionalitiit zwischen Pepsin- und 
Chymosinwirkung leicht verstandlich sein wiirde. Es wiire also 
denkbar, dah man ganz andere Resultate erhielte, wenn man 
die Hundeinfusion auf Hundemilch statt auf Kuhmilch einwirken 
lieB. Diese Frage wie auch die, ob tiberhaupt die Infusionen 
verschiedener Tiermiigen anders auf die arteigene als auf 
die artfremde Milch wirken, habe ich jedoch nicht priifen 
konnen. 

Dagegen habe ich in anderer Weise <Aufkliirung tiber 
diese Frage zu gewinnen versucht, indem ich niimlich statt 
Versuche mit Milch solche mit reinen CaseinlOsungen ausge- 
fiihrt habe. Die Milch mit ihren reichlichen Mengen von Kalk- 
salzen, Phosphaten und anderen Stoffen ist nach meiner An- 
sicht ein gar zu kompliziertes Material, wenn man die Wirkung 
des Pepsins oder Chymosins auf das Casein studieren will. 
Die Milchgerinnung ist auch nicht das fiir die Chymosinwirkung 
Wesentliche, wenn sie auch das augenfiilligste iiufere Zeichen 
derselben ist. Das Wesentliche ist die Paracaseinbildung, und 
diese kann man ebensowohl wie die Pepsinverdauung in ge- 
wOhnlichem Sinne an reinen Caseinlésungen studieren. Dies 
ist ein Grund, warum ich zu Versuchen mit Caseinlosungen 
iibergegangen bin, und in solchen Versuchen kann man, wie 
ich spiter zeigen werde, die beiden Enzymwirkungen in dem- 
selben Milieu studieren, die Wirkung etwaiger hemmenden Stolfe 
in der Milch eliminieren und damit zeigen, dab der Mangel an 
Parallelitét wenigstens nicht seinen einzigen Grund in Hem- 
mungsstoffen in der Milch hat. 

Es bleiben also die in den Infusionen vorkommenden 
Verunreinigungen oder hemmenden Stoffe tibrig und diese 
kOnnten hauptsiichlich nach zwei Richtungen wirken. Sie konnten 
einerseits stérend auf die Eiweifverdauung (nach Mett) und 
anderseits hemmend auf die Paracaseinbildung wirken und hier- 
dureh den beobachteten Mangel an Parallelitiit beider Wir- 
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kungen hervorbringen. Die erste MOglichkeit hat van Dam!) 
in seiner neulich erschienenen Arbeit zur Erklirung der man- 
gelnden Proportionalitit in den Wirkungen zweier Infusionen 
herangezogen. Zur Erkliirung der Beobachtung, daf bei gleicher 
LabungsgrOBe zweier Lésungen das Schweinsenzym eine weit 
stiirkere Verdauung nach Mett als das Kalbsenzym zeigt, hat 
man niimlich nach ihm anzunehmen, daB die geringe Verdauung 
von Hiihnereiweif durch die Kalbsmageninfusionen den Ver- 
unreinigungen der letzteren zuzuschreiben ist. Einer solchen 
Ansicht kann ich jedoch aus mehreren Griinden, unter denen 
ich nur den folgenden hier hervorheben will, nicht beipflichten. 

Wenn die Labung, wie man nach der unitarischen Ansicht 
annimmt, nichts anderes als eine Pepsinverdauung ist, warum 
sollen dann die Verunreinigungen in den Kalbsinfusionen diese 
Pepsinverdauung (die Milchgerimnung) nicht oder jedenfalls nur 
in viel geringerem Grade als die andere Pepsinverdauung (die 
von HiihnereiweifB) hemmen? Warum soll dieselbe Menge Ver- 
unreinigungen, welche die Labwirkung einer Kalbsmageninfusion 
nicht stiirker herabsetzt, als dafi die letztere beztiglich dieser 
Wirkung einer Schweinsenzymloésung éiquivalent ist, die Htthner- 
eiweifverdauung viel stiirker hemmen, trotzdem die letztere 
unter sonst offenbar giinstigeren Verhiiltnissen als die erstere 
verliiuft? Die Labgerinnung durch eine Kalbsmageninfusion 
kann niéimlich, wie allgemein bekannt, auch bei neutraler Re- 
aktion mit auBerordentlich groBer Geschwindigkeit verlaufen, 
wiihrend meines Wissens niemand bisher eine sichere Pepsin- 
verdauung in einem neutral reagierenden Medium beobachtet 
hat. Die Méglichkeit einer solchen ist nun allerdings eine not- 
wendige Voraussetzung fiir die Richtigkeit der unitarischen 
Ansicht; wenn man aber auch hiervon absieht, diirften wolll 
alle dariiber einig sein, daf die neutrale Reaktion eine héchst 
ungiinstige, die Gegenwart von Siiure dagegen eine giinstige 
Redingung ftir die Wirkung des Pepsins ist. Die Hemmungs- 
wirkung der Verunreinigungen wiirde also viel stirker unter 
den giinstigen als unter den ungtinstigen Verdauungsbedingungen 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIV. 
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zur Geltung kommen, was nicht nur sehr unwahrscheinlich ist, 
sondern auch vielen anderen Beobachtungen widerspricht. 

Hier kénnte man aber die folgende Einwendung machen. 
Das hartgesottene Huthnereiweili ist ein viel schwerverdau- 
licherer EiweiBkorper als das Casein, und es wiire deshalb 
moglich, daB die Hemmungswirkung der Verunreinigungen bei 
Verdauung des leichtléslichen Caseins nicht zum Vorschein 
kommt, wiihrend sie bei der Verdauung des schwerverdaulichen 
Hiihnereiweibes, trotz der giinstigeren Reaktion des Milieus sich 
geltend macht. Diese Moglichkeit liBt sich gliicklicherweise 
leicht priifen, wenn man statt der Verdauung nach Mett die 
Caseinverdauung zur vergleichenden Priifung der Verdauungs- 
kraft der Infusionen benutzt. Dies habe ich nun auch getan, 
wie ich in einem folgenden Aufsatze ausfiihrlicher zeigen werde. 
In dem letzten Abschnitte des nun vorliegenden Aufsatzes 
werde ich nur als Beispiele ein paar Versuche anfiihren, welche 
zeigen, dafi die Anwendung von Caseinlisung statt hartgesot- 
tenen Hihnereiweifes das Hauptresultat nicht dndert. Der 
Mangel an Parallelitiéit macht sich auch bei Anwendung von 
dem erstgenannten Verdauungssubstrate geltend. 

Fir die Annahme, dali die Verunreinigungen in den 
Kalbsmageninfusionen die Mettsche Probe stiirker als die Milch- 
gerinnung hemmen und folglich bei stark saurer Reaktion eine 
stiirkere Hemmung als bei neutraler austiben wiirden, gibt es 
also gewifs keine Anhaltspunkte. Die schwachere eiweibver- 
dauende Wirkung einer Kalbsmageninfusion — gegeniiber z. B. 
einer Schweinsenzymlosung bei gleich starker Labwirkung 
beider — 1laBt sich dementsprechend auch nicht durch die 
stirende Wirkung dieser Verunreinigungen auf die EKiweibver- 
dauung mit der ersteren erkliren. Wer die auferordentlich 
kriiftige Wirkung der Kalbsmageninfusion auf Milch gesehen 
hat, der findet keine Veranlassung, besondere die Labwirkung 
stirker hemmende Stoffe in ihnen anzunehmen. Wenn nun 
aber Milchgerinnung und Eiweifiverdauung dieselbe Enzym- 
wirkung sind, wird das Vorkommen von besonderen, die Pepsin- 
verdauung hemmenden Stoffen ebenso unwahrscheinlich. 

Ich sprach hier absichtlich von besonderen hemmenden 
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Stoffen zum Unterschied von derjenigen Hemmung der Pepsin- 
verdauung, welche bei grdéferer Konzentration einer Infusion 
oder eines Magensaftes durch das Ekiweif zustande kommen 
kann, denn diese letztere Art von Hemmung kommt in meinen 
Versuchen nicht in Betracht. Abgesehen davon, daB ich bei 
der Pepsinbestimmung nach Mett, wie aus dem Versuche 1 
hervorgeht, mit verschiedenen Verditinnungsgraden, gerade um 
diesen Fehler zu vermeiden, gearbeitet habe, sind niimlich in 
den Gerinnungsversuchen mit Kalbsinfusionen die Verdiinnungen 
oft so stark, daB der Gehalt an festen Stoffen minimal und 
helanglos wird. Ich will dies mit einem Beispiel erliiutern. 
('m eine Kalbsmageninfusion hinsichtlich der Labwirkung einer 
Hundemageninfusion gleichwertig zu machen, mubte ich sie so 
stark mit Salzsiure von 0,2°/o HCl verdiinnen, dab ihr Gehalt 
an festen Stoffen nur 0,033 g im Liter betrug. Die Hunde- 
mageninfusion, deren Siiuregrad ebenfalls 0,2 °/o HCl war. hatte 
einen Gehalt von 2,25 ¢ festen Stoffen im Liter. Beide Infu- 
sionen koagulierten Milch in dem Verhiiltnisse 2: 10 in etwas 
weniger als 2 Minuten; die Hundeinfusion verdaute gut bei 
der Mettsehen Probe, die Kalbsmageninfusion war dagegen 
in 24 Stunden vollstiindig unwirksam. Es ist ohne weiteres 
einleuchtend, dab die peptische Unwirksamkeit der letztge- 
nannten Infusion nicht durch stOrende Einfliisse der verschwin- 
dend kleinen Mengen von festen Stoffen, welche sie enthielt, 
sondern durch ihren, infolge der starken Verdtinnung zu niedrigen 
Pepsingehalt bedingt war. 

Der Mangel an Parallelitét zwischen den beiden Enzym- 
wirkungen in den Hunde- und Kalbsmageninfusionen Jabt sich 
also nach meiner Ansicht nicht durch die Annahme einer 
Hemmung der peptischen Eiweifverdauung durch Verunrei- 
nigungen in den Kalbsmageninfusionen erkliiren. Erinnert man 
sich aber, wie auberordentlich stark man sowohl durch Siure- 
zusatz wie dureh Zusatz von CaCl, die Labgerinnung durch 
Hundeinfusionen beschleunigen kann, so gewinnt man_ wohl 
unbedingt den Eindruck, dai die hemmenden Stoffe, wenn 
solche tiberhaupt vorhanden sind, eher auf die milchkoagu- 
lierende als auf die eiweifverdauende Wirkung der Magen- 
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enzyme einen Einflu austiben. Will man tiberhaupt den Mangel 
an Parallelitaét der beiden Enzymwirkungen durch die Gegenwart 
von verunreinigenden, stdrenden Stoffen erkliiren, so hat man 
wohl also die oben besprochene Hypothese umzukehren und 
die Annahme zu machen, dai in den Schweinsenzymlosungen 
bezw. in den Hundemageninfusionen usw. Verunreinigungen 
vorkommen, welche in den Kalbsmageninfusionen fehlen und 
welche gerade auf die Labwirkung einen hemmenden Ein- 
fluB haben. 

Nach einer solchen Hypothese wiire, scheint es mir, der 
Mangel an Parallelitaét auch viel leichter mit der unitarischen 
Ansicht zu vereinbaren. 

Man darf naémlich nicht tibersehen, dai die Versuchs- 
anordnungen bei der Mettschen Probe einerseits und den 
Milehgerinnungsproben anderseits nicht miteinander vergleichbar 
sind. In dem einen Falle, bei der Mettschen Probe, arbeitet 
man mit ziemlich viel Enzym und verhialtnismabig hohen Siiure- 
graden, meistens etwa 0,2°/o HCl; in dem anderen, bei der 
Milchgerinnung, arbeitet man des Ofteren mit wenig Enzym im 
Verhiiltnis zu dem Substrate und bei neutraler oder héchstens 
schwach saurer Reaktion. Es wiire nun denkbar, dali etwaige 
Hemmungsstoffe in den Infusionen bezw. Enzymlésungen von 
Hund, Schwein und einigen anderen Tieren bei héheren Siure- 
graden unwirksam werden, wiihrend sie bei neutraler Keaktion 
eine starke Wirkung entfalten und bei sehr schwach saurer 
heaktion noch recht wirksam sind. In dem Falle kénnte man 
(wenn man voriliiufig von der Notwendigkeit eines sauren Me- 
diums fiir die Pepsinwirkung und von der Wirksamkeit des 
Chymosins auch bei neutraler Reaktion absieht) die beiden 
chemischen Prozesse von derselben Enzymwirkung herleiten, 
und die Paracaseinbildung kénnte ein erstes Stadium der Pepsin- 
wirkung sein. Der Mangel an Parallelitét wiirde niimlich daran 
llegen, dafB dieses erste, in einem sehr schwach sauren Medium 
verlaufende Stadium der Pepsinwirkung eine Hemmung erfahre 
durch gewisse Stoffe, welche in dem viel starker sauren Medium 
bet der Pepsinverdauung nach Mett unwirksam sind. 

Um diese Moglichkeit experimentell priifen zu konnen, 
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war es notwendig, Versuche mit Caseinlésungen statt mit 
Milch auszufiihren. Die beiden enzymatischen Prozesse, die 
Paracaseinbildung und die eigentliche Pepsinverdauung, miissen 
niimlich in erster Linie an demselben Materiale, dem Casein, 
studiert werden und sie miissen ferner, wenn mdglich, in einer 
und derselben Lésung verfolgt werden kénnen. 

Arbeitet man mit einer reinen Caseinlésung und einer 
Infusion oder Enzymlésung bei einem so niedrigen Sauregrade, 
dafi eine typische Pepsinverdauung noch moglich ist, so muf 
allem Anscheine nach auch die Paracaseinbildung in diesem 
(iemenge verlaufen kénnen, und beide Prozesse finden also 
in demselben Milieu statt. Wenn nun die Paracaseinbildung 
und die peptische Caseinverdauung nur verschiedene Stadien 
der Pepsinwirkung sind, so hat man zu erwarten, dafi in dem 
Gemenge etwa vorhandene hemmende Stoffe ihre Wirkung 
nicht nur auf das eine Stadium, sondern auf beide ausiiben 
werden. Man kénnte also hoffen, mittels einer solchen Ver- 
suchsanordnung bei vergleichender Priifung von z. B. einer 
Kalbs- und Hundemageninfusion den Mangel an Parallelitii 
aufheben zu kénnen, in welchem Falle es wohl keinen Grund 
giibe, an der Méglichkeit einer unitarischen Wirkung zu zweifeln. 
Wenn es sich dagegen zeigen wiirde, dai in der Probe mit 
Caseinldsung und Kalbsmageninfusion die Paracaseinbildung 
rascher und die peptische Caseinverdauung langsamer, in der 
Probe mit Hundemageninfusion umgekehrt die Paracaseinbildung 
langsamer und die peptische Verdauung rascher verliefe, so 
wiirde dies das Vorkommen von zwei verschiedenen Enzym- 
wirkungen wahrscheinlich machen. 

Von diesen Erwiigungen ausgehend und da es, unabhiingig 
von der strittigen Frage von der Berechtigung der unitarischen 
bezw. der dualistischen Ansicht, von Interesse war, die Wir- 
kung der Magenenzyme auf Caseinl6sungen unter verschie- 
denen Versuchsbedingungen zu studieren, entschloB ich mich, 
die Versuche mit Milch gréStenteils zu verlassen und zu Ver- 
suchen mit reinen Caseinlésungen tiberzugehen. Daf man hierbe! 
der Kontrolle und des Vergleiches halber bisweilen auch die 
Mettsche Probe und die Gerinnungsversuche mit Milch be- 
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nutzen mub, liegt in der Natur der Sache; das Hauptgewicht 
mufte jedoch auf die Versuche mit CaseinlOsungen gelegt werden. 


II. Versuche mit Caseinlésungen. 

Das Casein habe ich immer selbst bereitet. Es war mit 
Alkohol und Ather behandelt worden, enthielt kein Fett und 
nur Spuren von Mineralstoffen. In Wasser liste es sich nach 
Zusatz von der notigen Menge Alkali leicht und rasch zu einer 
klaren Fliissigkeit, die nur in dicker Schicht eine schwach 
angedeutete blauliche Opalescenz zeigte. Es wurde im Exsik- 
kator ber Schwefelsiiure getrocknet und vor der Anwendung 
wurde in einer kleineren Portion das noch riickstiindige Wasser 
durch Troecknen bei etwa 104° C. bestimmt. Seine Menge 
betrug meistens gegen 2°/o. Bei Abwiigung der grOferen, nur 
im Exsikkator getrockneten Portion wurde dieser Wassergehalt 
beriicksichtigt, und die Angaben tiber den Gehalt der Losungen 
an Casein beziehen sich also auf wasserfreies Casein. 

Zu den Versuchen wurden teils neutrale und teils saure 
Caseinlésungen verwendet. Die ersteren erhielt ich durch Ver- 
reiben des Caseins in Wasser unter Zusatz von meistens 6 cem 
n i9-Lauge auf je 1 g Casein unter weiterer Verdiinuung, bis in 
e 100 cem Fliissigkeit 2 g Casein gelést waren. Bei Zusatz 
von 7 c¢em "10-Lauge reagierten die Lésungen ein wenig al- 
kalisch und selbst mit 6,5 cem war noch eine sehr schwach 
alkalische Reaktion zu beobachten. Die mit 6 ccm bereiteten 
Losungen zeigten wenigstens in grodferer Konzentration eine 
Spur einer sauren Reaktion, von saurem Caseinat herrthrend. 
In 2°/giger Loésung konnte jedoch die Reaktion als praktisch 
neutral betrachtet werden, und diese LOsungen wurden deshalb 
auch als neutrale, 2°/oige Caseinlésungen bezeichnet. 

Sauer reagierende Caseinlésungen stellte ich in verschie- 
dener Weise dar. Eine Methode bestand in Zusatz von "/10-HCl 
zu den neutralen Caseinlésungen, bis die Lésung ziemlich stark 
opalisierend wurde, der Niederschlag sich aber noch voll- 
stindig wieder léste. Diese Lésungen enthielten also saures 
Caseinat. Nach einer zweiten Methode wurde das Casein mit 
Wasser verrieben unter Zusatz (auf je 1 g Casein) von 2 ccm 
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einer LOsung von Natriumdiphosphat, welche 4°/o wasserfreies 
Na,HPO, enthielt. Auch in diesen Fallen wurden 2° oige 
Caseinlésungen bereitet. Das Casein loéste sich unter diesen 
Verhiiltnissen leicht und rasch zu auf Lackmus stark sauer 
reagierenden Losungen. 

Zur Darstellung von sauren CaseinlOsungen nach einer 
dritten Methode benutzte ich die obengenannten neutralen Lé- 
sungen, welche mit einer passenden Menge Salzsiiure von 0,1°/o 
vermischt wurden. Setzt man die Caseinlésung vorsichtig zu 
der Siiure unter stetigem Umriihren, so Jést sich die zuerst 
auftretende Caseinfiillung fast sogleich wieder auf, wiihrend 
dies viel schlechter oder bei Anwendung von kleinen Siiure- 
mengen nicht gelingt, wenn man den umgekehrten Weg ein- 
schliigt und die Siiure zu der Caseinlésung setzt. In obiger 
Weise kann man nun leicht saure Caseinlésungen darstellen, 
welche keine sicher nachweisbare Menge freier Salzsiiure, 
sondern anscheinend nur an das Casein gebundene Siiure 
enthalten. Setzt man z. B. 100 cem einer neutralen, 2°/oigen 
Caseinlésung zu 70 cem einer Salzsiiure von 0,1°/0, so erhiilt 
man eine nur schwach bliulich opalisierende Losung, die auf 
Lackmus stark sauer reagiert, wiéhrend sie zu den gewohn- 
lichen Reagenzien auf freie Salzsiiure negativ sich verhiilt. 
Taucht man ein Kongopapier in die Lésung ein, so wird es 
nicht veriindert. Betupft man es mit einem Tropfen der Losung, 
so sieht man eine schwach angedeutete Reaktion als einen 
schwer sichtbaren, feinen Ring um den Tropfen herum. Diese 
Reaktion entspricht ungefiihr derjenigen, welche man _ unter 
iihnlichen Bedingungen mit einer ®/s900-Salzsiiure erhiilt. 

Nach Abzug von derjenigen Menge NaOH, welche zur 
Lisung des Caseins verbraucht war und welche eine ent- 
sprechende Menge der zugesetzten Salzsiure bindet, bleiben in 
den 170 ccm des obigen Gemenges noch 0,0262 g HCl iibrig, 
und es kommen also in diesem Falle auf je 1 g Casein rund 
13,1 mg HC]. Man kann aber auch Lésungen mit noch etwas 
weniger Siiure bereiten, niimlich mit 0,011 g HCl auf je 1 ¢ 
Casein. Diese Lésungen, welche nicht merkbar auf Kongo- 
papier reagieren, sind aber viel stirker opalisierend. Sie ent- 
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halten allem Anscheine nach gar keine freie Salzsiiure, was 
auch durch die Beobachtungen von T. B. Robertson!) tiber 
die Siiurebindungsfiihigkeit des Caseins wahrscheinlich wird. 
Er ist niimlich durch seine Untersuchungen zu dem Resultate 
gelangt, dafi das Salzsiureiquivalent von 1 g Casein gleich 
ea. 32 x 10-° Gramm-Molekiilen Salzsiiure ist. In anderer Weise 
ausgedrtickt, bedeutet dies 0,0117 g HCl auf je 1 g Casein, 
also dieselbe Zahl wie oben. 

Nun habe ich allerdings Versuche mit allen obengenannten 
verschiedenen Arten von Caseinl6sungen angestellt: die meisten 
sind aber mit sauren, nach der letzterwiihnten dritten Methode 
dargestellten Caseinlésungen ausgefiihrt worden. In diesem Auf- 
satze werde ich auch nur ein paar Versuche dieser Art als 
Beispiele mitteilen, wihrend ich in folgenden Aufsiitzen tiber 
die tibrigen Versuche berichten werde. 

Da die Chymosinwirkung schon bei neutraler, aber noch 
besser bei schwach saurer Reaktion vonstatten geht, ist es 
ohne weiteres verstiindlich, daf sie auch in diesen, schwach 
sauren Lésungen moglich sein soll. Dai man in ihnen auch 
cine Pepsinverdauung in gewOhnlichem Sinne nachweisen kann, 
werde ich unten zeigen, und ich will deshalb nun zu der Ver- 
suchsanordnung tbergehen.?). 

Zur Priifung auf eine etwaige Paracaseinbildung bin ich 
von dem liingst bekannten, von mir im Jahre 1873 nach- 
gewiesenen,*) verschiedenen Verhalten des Caseins und Para- 
caseins zu Calciumphosphat ausgegangen. Hat man zwei, gleich 
konzentrierte, neutrale LOsungen von Casein- und Paracasein- 

1) Journ. of phys. Chemistry, Bd. XIII. 

*) Daf’ eine Pepsinverdauung des Caseins auch bei Abwesenheit 
von freier Salzsiure moglich ist, hat schon J.Schiitz (Wien. klin. Wochen- 
schrift, Jahrg. XX, 1907, 5. 1361) sehr wahrscheinlich gemacht. Da er aber 
nicht die Verdauungsprodukte studierte, sondern nur den Aciditéitszuwachs 
als Zeichen und Mafs der Verdauung betrachtet hat, kann man, solange 
die Identitét von Pepsin- und Chymosinwirkung nicht bewiesen ist, nicht 
die Méglichkeit ausschliefen, dafi es bei der von ihm gewihlten Ver- 
suchsanordnung hauptsichlich um eine Chymosin- und nicht um eine 
Pepsinwirkung sich gehandelt hat. 

5) Upsala Likareférenings Forhandl., Bd. IX. 
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alkali, welche dieselbe Menge Na,HPO, enthalten, und setzt 
ihnen eine verdiinnte CaCl,-Losung (ich benutze gewohnlich 
eine Lésung von 0,25°/o) hinzu, so kann man in der Para- 
caseinlésung eine flockige Fiillung oder bei Korpertemperatur 
ein Gerinnsel, bezw. grofere Klumpen von Paracaseinkalk er- 
halten mit derselben Menge CaCl,-Losung, welche in der Casein- 
losung nur eine stark weibe Opalescenz, aber keine Fillung 
in der durchsichtigen Fliissigkeit bewirkt. 

Die Versuchsanordnung war dementsprechend folgende. 
Von der Caseinlésung wurden (meistens) 10 ccm mit 1 oder 
2 cem der zu priifenden Enzymlosung (nach Vorerwiirmen 
beider LOsungen auf 36——38° C.) gemischt und dieses Gemenge 
eine bestimmte Anzahl Minuten bei derselben Temperatur er- 
wiirmt. Darauf wurde im siedenden Wasserbade erhitzt, um 
das Enzym zu vernichten. Nach dem Abkiihlen auf Zimmer- 
temperatur wurde die nétige Menge ®/10-Lauge und Na,HPO,- 
Losung zugesetzt und darauf mit steigenden Mengen Ca(Cl,- 
Losung gepriift. Wenn eine Paracaseinbildung stattgefunden 
hatte, erhielt ich nun mit einer gewissen Menge CaCl,-Loésung, 
gewOhnlich 5—7 ecm, eine mehr oder weniger reichliche Fallung 
von dem oben angegebenen Verhalten, wiihrend die Kontroll- 
probe mit gekochter Infusion oder tberhaupt diejenige Probe, 
in welcher keine Paracaseinbildung stattgefunden hatte, mehr 
oder weniger stark weifi opalisierend wurde, aber als durch- 
sichtig und frei von irgend einer Fiillung sich erwies. 

Als MaSi der fortschreitenden Enzymwirkung, d. h. der 
Pepsinverdauung in gewohnlichem Sinne, wiihlte ich den Zeit- 
punkt, wo eine Abspaltung von Pseudonuclein stattfand. Gegen 
die Wahl dieses Zeitpunktes wird man wahrscheinlich Einwiinde 
erheben, denn die Pepsinverdauung des Caseins und die Aus- 
scheidung des Pseudonucleins ist ein recht komplizierter, mit 
der Versuchsanordnung wechselnder Vorgang, den man leicht 
in fehlerhafter Weise deuten kann. Aus diesem Grunde mub 
ich in einem besonderen Aufsatze meine Untersuchungen iiber 
die Casein-Pepsinprobe mitteilen und meine Versuchsanordnung 
ausfiihrlicher motivieren. Hier will ich nur bemerken, dab unter 
den hier gewiihlten Versuchsbedingungen die Feststellung des 
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obigen Zeitpunktes leicht und zur Verfolgung der Pepsinver- 
dauung gut geeignet ist. Die Ausscheidung eines Niederschlages 
von Pseudonuclein oder jedenfalls von einem Spaltprodukte, 
welches reicher an Phosphor als das Casein und Paracasein 
ist, findet namlich bei den hier vorkommenden niedrigen Siiure- 
graden in verhaltnismiabig kurzer Zeit statt, wiihrend sie bei 
anderer Versuchsanordnung oft viele Stunden oder sogar Tage 
erfordert. Hierzu kommt noch, dafBi man bei meiner Versuchs- 
anordnung die in der CaseinlOsung allmiihlich stattfindenden 
Verinderungen leicht mit dem Auge verfolgen kann, was bei 
der tiblichen Versuchsanordnung und bei Gegenwart von selbst 
sehr kleinen Mengen freier Salzsiiure nicht moglich ist. Wie 
die Verhiiltnisse sich gestalten, geht tibrigens am besten aus 
den Versuchen selbst hervor, und ich will deshalb ein paar 
solche als Beispiele anfiihren. 

Versuch 12. Eine neutrale, 2°/oige Caseinldsung wurde 
mit so viel Salzsiiture 0,1°/o (auf je 100 ccm Caseinlésung 
68 cem Salzsadure) gemischt, dah auf je 1g Casein 0,0121 g 
HCl kamen. Der Gehalt an Casein in diesem Gemenge war 
rund 1,2°/o und der Siiuregrad des Gemenges (wenn man sich 
die Salzsiure als frei und nicht als von dem Casein gebunden 
vorstellt) war 0,015°/o HCl. Die Lésung, welche auf Lack- 
mus stark sauer reagierte, war ziemlich stark bliiulichweif 
opalisierend. 

Die Infusionen waren dieselben wie im Versuch 1 (S. 121). 
Sie waren mit 9 Volumen Wasser verdiinnt und ihr Siiuregrad 
war also 0,02°/o HCl. Beide Infusionen hatten denselben Ge- 
halt an festen Stoffen, nimlich 0,075°/o. 

a) Zur Priifung auf Paracaseinbildung wurden 
folgende 4 Proben angeordnet: 


H, (Hund) 10 ccm Caseinlésung + 2 ccm Hundeinfusion 6 Min. bei 37°C. 


K (Kalb) 10 » > +2 » Kalbsinfusion 6 » » 37°%> 
H, (Hund) 10 » > +2 » Hundeinfusion 15 » » 37°» 
C(Kontrolle) 10 » > +2 » gekochteInfus.15 » » 37%» 


Die zu der Kontrollprobe benutzte gekochte Infusion war 
ein Gemenge von gleichen Volumina der beiden Infusionen. 
Alle 4 Proben wurden im siedenden Wasserbade weil. 
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Nach dem Abkiihlen wurden sie nach Zusatz von je 1,5 ecm 
n 19-Lauge wieder ganz klar. Darauf Zusatz von 0,5 cem einer 
Lisung von 4°/o (wasserfreiem) Na,HPO, zu jeder Probe. Die 
CaCl,-Losung enthielt 0,25 %/o. 

Die Kontrolleprobe C gab nach Zusatz von insgesamt 
7 ccm CaCl, nur eine opalisierende Lésung, die bei 37° stark 
opalisierend, aber vollstindig durchsichtig war. 

Die Probe H, (Hundeinfusion 6 Min.) gab mit insgesamt 
7 ccm CaCl,-Lésung keine Fallung. Sie wurde aber stirker 
opalisierend als C. Bei 37° wurde sie stark weib, aber voll- 
kommen durchsichtig ohne Fiallung. 

Die Probe H, (Hundeinfusion 15 Min.) wurde fast undurch- 
sichtig (mit einer geringen Menge einer feinen Fiallung) von 
6 ecm CaCl, Mit 7 ecm eine deutliche flockige Fallung. Bei 
37° milchweifB mit ziemlich groben Flocken von Paracaseinkalk. 

Die Probe A (Kalbsinfusion 6 Min.) gab mit 5 ccm CaCl.- 
Losung eine deutliche feine Fiillung, die von 6 ecm vermehrt 
und von insgesamt 7 ecem reichlich ftlockig wurde. Bei 37° 
ein lockeres Gerinnsel, welches zu einer zihen Masse von Para- 
caseinkalk sich zusammenzog. 

In der Probe mit Kalbsenzym hatte also in 6 Minuten 
eine reichliche Paracaseinbildung stattgefunden. In der ent- 
sprechenden Probe mit Hundeenzym war dagegen nach 6 Minuten 
keine solche nachweisbar, wenn auch ein Vergleich mit der 
Kontrollprobe zeigte, dai das Hundeenzym doch nicht ganz 
ohne Einwirkung gewesen war. Selbst nach 15 Minuten war 
die Paracaseinbildung in der Probe mit Hundeenzym nicht so 
reichlich wie in der Probe mit Kalbsenzym nach 6 Minuten. 

hb) Zur Beobachtung der fortgesetzten Enzym- 
wirkung wurden folgende 2 Proben angeordnet. 

H (Hund) 10 cem Caseinlésung +- 2 cem Hundemagen- 
infusion. 

Kk (Kalb) 10 cem Caseinlisung ++ 2 ccm Kalbsmagen- 
infusion. 

Nach & Minuten war A’ stark blauweif, H war blaulich 
weih, nicht halb so stark opalescierend wie K. 

Nach 20 Minuten war ‘A (in 10 mm dicker Schicht) un- 
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durehsichtig mit weiflichem Schimmer, aber ohne sichtbare 
Killung. #f war stark wei opalescierend, aber durchsichtig. 
In den niichsten 20 Minuten trat keine sicher nachweisbare 
Anderung ein. 

Nach 1 Stunde war A unveriindert, aber /H/ hatte sich 
etwas geklart und nach 1 Stunde 15 Minuten war diese Probe 
auffallend viel heller als vorher. AC nicht merkbar veriindert. 

Nach 1 Stunde 30 Minuten hatte auch X sich etwas auf- 
cehellt, aber H war nun von neuem stark opalescierend, durch- 
sichtig. Diese Opalescenz nahm dann stark zu, so dafi /7 nach 
| Stunde 45 Minuten fast ganz undurchsichtig war (in 10 mm 
dicker Schicht). A’ war zu dieser Zeit noch ein wenig heller 
ceworden. 

Nach 2 Stunden war A von neuem mehr weil geworden. 
Die ganz weibe, undurchsichtige Probe H gab bei leisem Um- 
schiitteln eine reichliche grobflockige Fiillung. 

Nach 2 Stunden 20 Minuten war A’ stark weil} und nach 
ungefihr 2 Stunden 350 Minuten gab diese Probe bei leisem 
Umschiitteln eine grobflockige Fiillung. 

Um etwas groéfere Mengen dieser Fiillungen zu erhalten, 
wurden 2 neue Proben H und K von je 1g Casein in der 
Losung mit den entsprechenden Mengen Infusionen bei 37° C. 
behandelt. Auch diese Proben verhielten sich qualitativ wie 
die kleineren. Hf gab Fiillung nach gegen 2 Stunden, A nach 
ungefiihr 2 Stunden 30 Minuten. 

Phosphorgehalt der Fallung in H = 1,53°/o P, 
> , » » K = 1,43°/o P. 


Die grobflockige Fiillung hatte also einen hOheren Gehalt 
an Phosphor als sowohl das Casein wie das Paracasein, und 
man kann sie demnach als ein pseudonucleinartiges Verdau- 
ungsprodukt bezeichnen. Stellen wir des Vergleiches halber 
die Zeiten fiir die Paracaseinbildung und Pseudonucleinaus- 
scheidung neben einander (wobei ich davon absehe, dafh die 
Paracaseinbildung in der Probe mit Hundeenzym nach 15 Minuten 
nicht so weit vorgeschritten war wie in der Probe mit Kalbs- 
enzym nach 6 Minuten), so ergibt sich folgendes: 
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Paracaseinbildung Pseudonucleinausscheidung 
Hundeenzym 15 Minuten 2 Stunden 
Kalbsenzym 6 Minuten 2 Stunden 30 Minuten. 


Es ist zu bemerken, daf bei der Mettschen Probe die 
Hundemageninfusion als die pepsinreichere, bei der Milchprobe 
dagegen die Kalbsinfusion als die chymosinreichere sich erwies. 
Zu demselben Resultate fiihrt, wie man ersieht, auch die Probe 
mit der Caseinlésung. Von Interesse war auch das Aussehen 
der beiden Proben wiihrend der Verdauung. Erst wurden beide 
ziemlich rasch stark wei opalescierend; aber diese Veriinderune 
(rat rascher und stirker bei Gegenwart von Kalbsenzym aut. 
Dann kam eine Zeit, wo beide wieder etwas heller wurden, 
die Probe mit Hundeenzym friiher und stiirker als die andere, 
und darauf folgte ein zweites Stadium von zunehmender Opales- 
eenz bis zu vollstiindiger Undurchsichtigkeit und Ausscheidung 
von Pseudonuclein. Dieses zweite Stadium trat frither bei 
Gegenwart von Hundeenzym auf. 

Ahnliche Resultate haben auch andere Versuche geliefert, 
von denen ich hier nur den folgenden als noch ein Beispiel 
antuihre. 

Versuch 13. Die nach Zusammenmischung mit Salz- 
siiure von Q0,1°o HCl erhaltene saure Caseinlésung enthicli 
1,214°0 Casein. Auf je 1g Casein kamen 0,0144 g HCl und 
der Sauregrad der Caseinlosung (unter derselben Voraussetzung 
wie in dem vorigen Versuche berechnet) war 0,0174°o HCI. 

Die beiden Infusionen, von dem Siiuregrade 0,2°/o HCI, 
wurden erst mit Salzsiiure von dieser Stiirke dermafen ver- 
diinnt, daB sie beide denselben Gehalt an festen Stoffen 
0,322°,9 — hatten. Der Pepsingehalt nach Mett war Hund: 
Kalb = 16: 12 und die Labwirkung, mit Milch gepriift = 1 : 16. 
Sie wurden nun durch Verdiinnung mit 9 Volumen Wasser aul 
den Siiuregrad 0,02°/o HCl, den Enzymgehalt !/10 und einen 
Gehalt an festen Stoffen von 0,0322°/o gebracht. 

a) Zur Priifung auf Paracaseinbildung wurden nach 
demselben Prinzip wie in dem vorigen Versuche 4 Proben J//,, 
KX, H,, C angeordnet. Der einzige Unterschied bestand darin, 
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daB die Proben //, und A 12 Minuten, die Proben //, und ( 
30 Minuten bei 37,5° erwirmt wurden. 

Die Probe 7/7, (Hundeenzym 12 Min.) gab mit 7 cem CaCl,- 
Losung keine Fallung, wurde aber bei Kérpertemperatur stiirker 
weib als die Kontrollprobe C und war also nicht ganz unver- 
‘indert. Probe A (Kalbsinfusion 12 Min.) gab mit 4—5 eem 
CaCl,-Lésung Fillung, mit 7 cem reichliche Fillung und_ bei 
KOrpertemperatur grobe Paracaseinkalkklumpen. Die Probe H, 
Hundeenzym 30 Min.) gab mit 6 cem CaCl,-Lésung zweifelhafte 
Fillung, mit 7 ccm ziemlich reichliche Fiillung, die bei Korper- 
temperatur etwas mehr grobflockig in der weifien Fliissigkeit 
erschien, Sie war bei weitem nicht so reichlich wie in A’ und 
ballte sich nicht zu grOberen Massen zusammen. 

b) Zur Beobachtung der fortgesetzten Enzym- 
wirkung wurden teils kleinere Proben auf je 10 ccm Casein- 
ljsung und 2 cem Infusion und teils zwei grOBere Proben von 
ie 150 ecm saurer CaseinlOsung und je 30 ecm Infusion, H mit 
Hunde- und AK mit Kalbsmageninfusion, angeordnet. 

Die Probe A war nach 37 Minuten weil, fast undurech- 
sichtig, JT zur selben Zeit nur stark opalescierend. Nach etwa 
| Stunde, wo A undurchsichtig und H stark wei, aber durch- 
sichtig war, fing die letztere Probe an sich wieder aufzuhellen 
und sie war nach 1 Stunde 30 Minuten bedeutend heller als 
friiher; AK war gleichzeitig nicht sichtbar veriindert. Nach 
etwa 2 Stunden war // wieder stirker opalescierend, A da- 
gegen ein wenig heller. Nach 3 Stunden 30 Minuten war H 
wei, vollsténdig undurchsichtig und nach 3 Stunden 50—55 Mi- 
nuten fand die Ausscheidung von Pseudonuclein statt. Die 
Probe K wurde auch nach und nach immer mehr weil, und 
die Ausfallung von Pseudonuclein erfolgte in ihr nach 5 Stunden 
15 Minuten (ungefiihr). 


Menge der Pseudonucleinfiillung in A? = 52,4°/o des Caseins, 
, 
f 


. . » Kk = 4? 9/0 
Phosphorgehait der Fiillung in /7 = 1,36° 0 P, 
» » WK = 1.455 P 


Stellen wir hier wie in dem vorigen Versuche des Ver- 
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gleiches halber die Zeiten fiir Paracaseinbildung und Pseudo- 
nucleinausscheidung nebeneinander (wobei ich davon absehe, 
dafi in der Probe mit Hundeenzym die Paracaseinmenge nach 
50 Minuten nicht so reichlich wie in der Probe mit Kalbs- 
mageninfusion nach 12 Minuten war), so erhalten wir folgendes 
Resultat. 


-aracaseinbildung Pseudonucleinausscheidung 
Hundeenzym 30 Minuten 3 Stunden 55 Minuten 
Kalbsenzym 12 Minuten 5 Stunden 15 Minuten. 


Die Veriinderung in dem Aussehen der beiden Versuchs- 
liissigkeiten war auch derselben Art wie in dem vorigen Ver- 
suche. Sowohl aus den nun als Beispiele mitgeteilten wie aus 
vielen anderen Versuchen habe ich auch den Eindruck gewonnen, 
dali hier nebeneinander zwei verschiedene chemische Prozesse 
verlaufen. Die erste sichtbare Veréinderung der Caseinlosungen, 
welche durch das Auftreten einer zunehmenden Opalescenz 
sich kundgibt, tritt friiher und rascher bei Gegenwart von 
Kalbsenzym auf. Nach einiger Zeit holt aber, wenn ich so 
sagen darf, das Hundeenzym in seiner Wirkung das Kalbsenzym 
ein, um dann die Wirkung des letzteren zu iiberholen. Dies 
eilt natiirlich jedoch nur in dem Falle, daf, wie in den mit- 
geteilten Versuchen, das Hundeenzym bei der Mettschen Probe 
kriiftiger, bei der Milchprobe dagegen schwiicher als das Kalbs- 
enzym wirkt. Man kann tibrigens diese Unterschiede nur bei 
passend verdiinnten Enzymlésungen beobachten. Bei kriiftiger 
Enzymwirkung kann niimlich die Spaltung des Caseins mit Aus- 
scheidung einer reichlichen Fiillung so rasch (in wenigen Mi- 
nuten) erfolgen, dal man stiirkere Unterschiede in dem Aus- 
sehen der verschiedenen Proben nicht sehen kann. 

Das wesentlichste Resultat der nun als Beispiele mitge- 
teilten Versuche war also, dab die zwei chemischen Vorgiinge, 
die ich als Paracaseinbildung und Pseudonucleinausfallung be- 
zeichnet habe, bei Einwirkung von Hunde- und Kalbsenzym 
auf dieselbe Caseinlésung nicht diejenige Parallelitét zeigen, 
die man zu erwarten hiitte, wenn sie nur zwei verschiedene 
Stadien desselben enzymatischen Vorganges sind. 
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Nun kann man sagen, dab die Indentitiit des ersten Sta- 
diums mit einer echten Paracaseinbildung nicht exakt bewiesen 
ist, und diese Einwendung ist berechtigt. Ich habe niimlich 
nur die grOBere Fallbarkeit des Produktes durch CaCl, gezeigt, 
nicht aber seine Identitiit mit Paracasein bewiesen, und ich 
halte es sogar ftir hOchst wahrscheinlich, dafh dieses Produkt 
ein schon etwas weiter veriindertes Paracasein ist. Bei Ver- 
suchen mit sauren Paracaseinlésungen, die nach demselben 
Prinzipe wie die sauren Caseinlésungen dargestellt waren und 
welche keine nachweisbare freie Salzsiiure enthielten, habe ich 
niimlich gesehen, dafi eine ParacaseinlOsung schon in wenigen 
Minuten von einer Enzymlosung weiter veriindert werden kann. 
Fiir das Hauptresultat ist es aber ziemlich gleichgiiltig, ob das 
Produkt ein typisches oder ein schon teilweise veriindertes 
Paracasein ist, und es ist eigentlich nur aus Bequemlichkeits- 
riicksichten geschehen, dali ich das erste Stadium als Stadium 
der Paracaseinbildung bezeichnet habe. Das Wesentliche ist 
niimlich, daB man bei der Einwirkung von Magenenzym auf 
eine Caseinlosung ein Stadium nachweisen kann, welches da- 
durch gekennzeichnet ist, daf man nach Zusatz von Alkali- 
phosphat Faéllung erhalt mit einer CaCl,-Menge, welche unter 
denselben Bedingungen die unveriinderte CaseinlOsung nicht 
fillt. Um von dieser Veriinderung des Caseins in kiirzerer 
und bequemerer Weise sprechen zu kénnen, habe ich dieses 
Stadium als Paracaseinbildung bezeichnet. 

Etwas Ahnliches gilt auch hinsichtlich der Pseudonuclein- 
ausfiillung. Das Pseudonuclein ist bekanntlich kein Korper von 
konstanter Zusammensetzung und die letztere wechselt sehr 
mit der Versuchsanordnung. Der Gehalt an Phosphor ist jedoch 
immer hoéher als in dem Casein und Paracasein, welche beide 
denselben Phosphorgehalt von rund 0,8°/o haben. Da nun das 
Produkt des zweiten Stadiums immer reicher an Phosphor als 
das Casein bezw. Paracasein ist, habe ich mir der Bequem- 
lichkeit und Kiirze halber erlaubt, dieses zweite Stadium das 
der Pseudonucleinausfillung zu nennen. 

Wie man nun auch die Dinge benennen will, so bleibt 
doch das Wesentliche, wie schon oben hervorgehoben, dab 
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man bei der hier in Frage kommenden enzymatischen Um- 
setzung des Caseins zwei verschiedene Stadien unterscheiden 
kann, von denen das erste friiher bei Gegenwart von Kalbs- 
als von Hundeenzym, das zweite umgekehrt friiher bei Gegen- 
wart von Hunde- als von Kalbsenzym auftrat, wenn ich beide 
Knzymlésungen auf dieselbe Caseinlésung einwirken lief. Beide 
Prozesse verliefen hier unter ganz denselben Versuchsbedin- 
gungen in demselben Milieu und beide waren also in gleich 
hohem Grade der Wirkung von hemmenden oder stérenden 
Kinfliissen ausgesetzt. Dieser Mangel an Parallelitiéit scheint 
mir schwer mit der Annahme zu vereinbaren, dafi Pepsin- und 
Chymosinwirkung eine und dieselbe Enzymwirkung ist. 

Ich finde es aber nicht angemessen, auf diese strittige 
‘rage diesmal ausfiihrlicher einzugehen, denn ich will erst 
meine Untersuchungen nach verschiedenen Richtungen hin et- 
was weiter fiihren, namentlich mit Rticksicht auf die Natur 
der unter verschiedenen Verhiiltnissen entstehenden Spaltungs- 
produkte. Je mehr ich mit Caseinlésungen statt mit Milch ge- 
arbeitet habe, um so mehr ist mir nimlich die Notwendigkeit 
sowohl qualitativer Untersuchungen dieser Produkte wie auch 
quantitativer Bestimmungen klar geworden. Um die Wichtig- 
keit soleher Untersuchungen nur durch ein Beispiel zu beleuch- 
ten, will ich folgende Beobachtung anftihren. 

Wenn man eine neutral reagierende Losung von Natrium- 
caseinat in Wasser mit einer neutralisierten Kalbsmageninfusion 
bei KOrpertemperatur behandelt, so wird das Casein bekannt- 
lich in Paracasein von demselben Phosphorgehalte wie das 
Casein umgesetzt. Wird dagegen dieselbe neutrale Infusion zu 
einer, nach der obengenannten dritten Methode dargestellten 
sauren Caseinlisung, welche keine nachweisbare freie Salz- 
siiure enthiilt, gesetzt, so kann das Casein in wenigen Minuten 
sich spalten; es findet eine reichliche flockige Ausscheidung 
statt, es entstehen ganz andere Produkte und der Phosphor 
verteilt sich auf Fiillung und Fliissigkeit. So fand z. B. in einem 
Falle die Spaltung des Caseins in 5 Minuten statt, und ich 
erhielt aus dem Casein 43,17°/o Fiillung mit einem Gehalte 
von 1,12°/o Phosphor und 56,83°/o lésliche Produkte mit 0,560° » 
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Phosphor. Die léslichen Produkte enthalten in solchen Fiillen 
nur duBerst wenig mit Siure fillbares Eiweifi und bestehen 
aus primaren und sekundiren Albumosen mit etwas sogenanntem 
echtem Pepton. Wie eine saure Caseinlisung verhiilt sich unter 
denselben Versuchsbedingungen — wenigstens dem Anscheine 
nach — eine in derselben Weise bereitete saure Paracasein- 
ldsung. Die hierbei entstehenden Produkte habe ich aber noch 
nicht untersuchen kOnnen. 

Diese Beobachtungen sind von Interesse, denn sie zeigen, 
daf das Casein schon in wenigen Minuten eine tiefgreifende 
Spaltung erleidet. Arbeitet man mit vorerwirmten Lésungen, 
so kann tbrigens die Spaltung fast unmittelbar nach dem Zu- 
sammenmischen stattfinden. Von besonders grofem Interesse 
ist es aber, dab die enzymatische Umsetzung des Caseins in 
anderer Weise in einem neutralen wie in einem sauren Me- 
dium verlauft. Bei neutraler Reaktion, also bei reiner Chymo- 
sinwirkung, wird Paracasein gebildet; bei saurer Reaktion 
(auch bei Abwesenheit von freier Salzsiiure) entstehen reich- 
lich Albumosen und Peptone. 

Wenn man der gang und giibe-Lehre gemiiB die Un- 
wirksamkeit des Pepsins in einem neutralen Medium als etwas 
fiir dieses Enzym Charakteristisches betrachtet, so kann man 
wohl schwerlich die Paracaseinbildung in einer neutralen Al- 
kalicaseinatl6sung als eine Pepsinwirkung auffassen. Dagegen 
liegt es nahe zur Hand, die in einem sauren Medium verlaufende 
Spaltung des Caseins unter Albumose- und Peptonbildung immer, 
also auch bei Abwesenheit von freier Siiure, als eine Pepsin- 
wirkung zu betrachten. Ich glaube jedoch kaum, dai die Ver- 
haltnisse so einfach liegen. 

Die Chymosinwirkung verlauft namlich nach aller Er- 
fahrung weder ausschlieBlich noch am besten in einem neutralen 
Medium. Sie verliiuft im Gegenteil viel energischer und rascher 
bei saurer als bei neutraler Reaktion. Auffallend ist auch die 
auberordentliche Geschwindigkeit, mit welcher die Spaltung des 
Caseins bei der obenerwihnten Versuchsanordnung von statten 
geht. Diese, bisweilen fast augenblickliche Spaltung bei Ab- 
wesenheit von freier Siiure, also unter Verhiltnissen, welche 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIIL. 11 








Los Olof Hammarsten, 


fiir eine Pepsinverdauung weniger gtinstig sind, erinnert so 
sehr an die momentane Gerinnung der Milch, daB man unbe- 
dingt den Eindruck einer Labwirkung bekommt. 

Im Laufe meiner Untersuchungen habe ich auch immer 
mehr den Eindruck gewonnen, daf die Infusionen der Tier- 
miigen zwei proteolytische Enzyme!) enthalten, die unter etwas 
verschiedenen Bedingungen wirken. Das eine wire das Chymo- 
sin, welehes sowohl bei neutraler wie bei schwach saurer Re- 
aktion — und kriiftig auch bei Abwesenheit von freier Néiiure 
wirkt. Das andere, das Pepsin, welches nicht bei neutraler 
sondern nur bei saurer Reaktion, und zwar besonders bei 
Gegenwart von freier Saure wirksam ist. 

Daf eine peptische Verdauung auch bei Abwesenheit von 
freier Salzsiiure und sogar bei Salzsiuredefizit (vgl. besonders 
J. Schiitz?)) geschehen kann, ist wohl unzweifelhaft; dab es 
in diesen Fiillen ausschlieblich um eine Pepsinwirkung sich 
handelt, ist aber:nach meiner Ansicht nicht bewiesen. Wenn 
das Chymosin auber dem Casein auch andere geloste Eiweili- 
stoffe bei Abwesenheit von freier Siure spaltet, ware es woh! 
moglich, dafi es unter den eben genannten Verhiiltnissen diese 
seine Wirkung entfaltete. Es kénnte sogar moglich sein, dab 
das Chymosin gerade die physiologische Aufgabe hatte, die 
Verdauung im Magen in dem Stadium, wo nur gebundene Salz- 
siiure vorhanden ist, zu erleichtern, in welchem Falle das regel- 
miifige Vorkommen des Chymosins in dem Magensafte leicht 
verstiindlich sein wiirde. Diese Moglichkeit schien mir jeden- 
falls als Arbeitshypothese bei dem fortgesetzten Studium der 
epsin- und Chymosinwirkung dienen zu kénnen, um so mehr, 
als gewisse, sonst recht schwerverstindliche Beobachtungen 
durch die Annahme eines Zusammenwirkens von zwei Enzymen 
in dem sauren Medium sich leicht erkliren lassen. 


') Es ist natiirlich nicht notwendig, zwei verschiedene Enzyme an- 
zunehmen; denn die Hypothese von Nencki und Sieber ist auch fiir 


diesen Fall annehmbar. 
2) 1. c. Wiener klin. Wochenschrift, 1907, und Bioch. Zeitschrift, 
Bd. XXII. 
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Die vielen Fragen, welche in Ankniipfung an diese Hypo- 
these sich aufdringen, haben meinen Untersuchungen einen 
viel grdBeren Umfang gegeben, als ich von Anfang an_beab- 
sichtigt hatte, und es wird deshalb auch wahrscheinlich noch 

, ziemlich lange dauern, bevor ich imstande sein werde, weitere 
Mitteilungen auf diesem Gebiete zu machen. Unter solchen 
Umstiinden habe ich mit der Verdffentlichung der oben mit- 
geteilten Versuche, welche einen mehr vorliufigen und orien- 
tierenden Charakter haben, nicht liinger zégern wollen. 


Bg 











Uber den Nachweis des Ornithins unter den Spaltungsprodukten 
der Proteinstoffe. 


Von 


A. Kossel und F. Weiss. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


Die Aufsuchung des Ornithins in lysinfreien Gemischen 
der Eiweifspaltungsprodukte bietet keine Schwierigkeiten, da 
diese Base nach Entfernung des Histidins und Arginins durch 
das Silberbarytverfahren in dem Phosphorwolframsaurenie- 
derschlag gefunden wird. Das Ornithin kann als Pikrat oder 
als Chloroplatinat, am leichtesten in diesem Fall wohl als 
Benzoylverbindung (Ornithurséure) nachgewiesen werden. Fiir 
die Auffindung des Ornithins neben dem Lysin fehlte es aber 
bisher an einer Methode und doch ist dieser Nachweis fiir die 
Aufteilung von Gemischen, welche durch fermentative Prozesse 
oder durch Alkalihydrolyse aus Proteinstoffen entstanden sind, 
unbedingt erforderlich. 

Wir bedurften fiir die Untersuchungen, welche in der fol- 
genden Mitteilung beschrieben sind, eines Verfahrens zur Trenn- 
ung der beiden Basen und haben ein befriedigendes Ergebnis 
erziclt auf Grund der Beobachtung, dafi die Pikrate des Orni- 
thins in Wasser und besonders in Methylalkohol leichter [Oslich 
sind als das Pikrat des Lysins. 

Es sind bisher drei Pikrate des Ornithins beschrieben worden: 

1. Rechtsornithinmonopikrat.1) Dies Salz entsteht 
nach 0. Riesser beim Zusatz alkoholischer Pikrinséure zur 
wiisserigen Lisung des Rechtsornithincarbonats. Das von uns 
in dieser Weise dargestellte Salz bildete Krystalle vom Schmelz- 
punkt 203—204° (nach Riesser 198—199°), welche in Uber- 
einstimmung mit den Angaben Riessers ein Molekiil Krystall- 
wasser enthielten. 


Jerechnet fiir C,H,,N,O,, C,H,N,0, -+ H,0: Gefunden: 
4,7 Jo 4,7 Jo, 


Der Gehalt an Pikrinsiure wurde durch Atherextraktion 
des mit Schwefelsiiure angesiiuerten Pikrats bestimmt. Dic 


') ef. Schulze und Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV. 
S. 132. O. Riesser, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 239, 1906. 
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Werte sind nicht genau, gentigen aber, um festzustellen, ob es 
sich um Mono- oder Dipikrat handelt. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
Monopikrat Dipikrat 
Pikrinsiure: 63.4 °/o 77,6 9/0 65,2 %/o, 


2. Inaktives Ornithinmonopikrat. Dieses von 
E. Fischer und K. Raske!) sowie von Riesser?) beschrie- 
bene Salz ist ftir die Analyse das wichtigste. Wir erhielten es, 
wie das vorhergehende, beim Zusatz alkoholischer Pikrinsiiure 
zu der wiisserigen LOsung des inaktiven Ornithincarbonats. Es 
schied sich beim Umkrystallisieren in ziemlich grofen Krystallen 
ab, die nach freundlicher Mitteilung des Herrn Professor Wiil- 
fing*) dem triklinen System angehéren. Nach Riesser kry- 
stallisiert dieses Salz zuweilen mit 11/2 Mol. Wasser: die von 
uns dargestellten Krystalle enthielten kein Krystallwasser. Der 
Schmelzpunkt lag in Ubereinstimmung mit E. Fischer und 
Raske, sowie mit Riesser unscharf bei 170°.4) Die Ausbeute 
an Pikrinsiiture niherte sich der fiir das Monopikrat berech- 
neten Zahl. 


Pikrinsiiure berechnet fiir: Gefunden: 
Monopikrat Dipikrat 
63,4 °jo 77,6 °/o 66,7 °/o. 


3. Inaktives Ornithindipikrat. Ein solches Salz ist 
von Fischer und Kaske (I. c.) sowie von Riesser (I. ¢.) und 
F. Weiss*) beschrieben worden. Die beiden erstgenannten 
forscher erhielten es durch Zusatz der fiir 1 Mol. berechne- 

1) E. Fischer u. K. Raske, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, 
5. 3607 (1905). 

*) O. Riesser, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 242, 1906. 

3) Genauere krystallographische Angaben, die fiir den Nachweis 
des Ornithins von Wert sein kénnen, sollen spiter mitgeteilt werden. 

4) «Das Salz begann schon bei 130° sich aufzublaihen und schmolz 
vollstandig zwischen 166 und 170% (Fischer u. Raske, |. ¢.). 

5) Dies Pikrat ist von F. Weiss auf Grund einer Stickstoffbestim- 
mung als Monopikrat bezeichnet worden (Weiss, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, 
S. 501). Diese Verwechslung ist dadurch méglich geworden, dafi der 
Stickstoffgehalt des Monopikrats sich von dem ces Dipikrats nur um 0,39 °/o 
unterscheidet und dafi es sich schon dann ausscheidet, wenn weniger als 
2 Mol. Pikrinséiure zum Ornithinsulfat hinzugefiigt sind. 
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ten Menge Pikrinsiiure zu der freien Base, Riesser stellte es 
durch alkoholische Pikrinsiiureldsung aus dem Carbonat dar, 
F. Weiss durch Fiillung der Lésung des Ornithinsulfats mit 
alkoholischer Pikrinsiiure. Das von uns untersuchte Salz war 
in gleicher Weise gewonnen. Dies Salz gab die fiir das Dipi- 
krat berechnete Pikrinsiiuremenge. 
Jerechnet fiir Dipikrat: Gefunden: 
Pikrinsiure 77,6 %o 78,4 Jo. 

Dieses Dipikrat scheint mit dem von Fischer und Raske 
sowie von Riesser beschriebenen nicht identisch zu sein, da 
es einen h6heren Schmelzpunkt und kein Krystallwasser besitzt. 
Der von uns gefundene Schmelzpunkt betrug 195°, wahrend 
Fischer und Raske 183° (korr. 185°) und Riesser 183— 184° 
angeben. Bemerkenswert ist auch die zuerst von Fischer 
und Kaske gemachte Beobachtung, dah die Ausscheidung des 
Dipikrats beim Zusatz der Pikrinsaéure zu der freien Base unter 
Umstiinden schon dann erfolgt, wenn die Menge der Pikrin- 
siiure noch nicht ganz 1 Molekiil Pikrinséure fir 1 Molekiil 
Ornithin entspricht. Wir haben ihnliches beobachtet: auch 
scheint das Monopikrat beim Umkrystallisieren in geringer Menge 
in das Dipikrat tberzugehen und umgekehrt. Hierdurch kann 
eine Unsicherheit in die Analysen eingefiihrt werden, und viel- 
leicht sind die zu hohen Pikrinsiiurewerte der von uns unter- 
suchten Monopikrate durch solche Erscheinungen bedingt und 
auf eine Beimischung von Dipikrat zu beziehen. 

Ebenso wie die Pikrinsiiure bildet auch die Pikrolonséure zwei 
Reihen von Salzen mit dem Ornithin und diese kénnen ebenfalls zum 
Nachweis des Ornithins dienen. Das Monopikrolonat des inaktiven Or- 
nithins ist bereits von F. Weiss‘) beschrieben worden. Ein Dipikrolonat 
wurde aus den Produkten der Einwirkung des Barythydrats auf Leim 
gewonnen. Dasselbe hatte den Schmelzpunkt 235—236° und gab bei de: 
Analyse folgende Zahlen: 

1. 0.1452 g Substanz gaben 0,2370 g CO, und 0,0553 g H,0O, 

d. i. 45,35°%o C und 4,31°/o H. 
g Substanz gaben 26,1 ccm N bei 12° und 753 mm Bar., 
d. i. 20,75% N. 
3. 0,6040 ¢ Substanz gaben 0,4950 g Pikrolonsaure, 
d. i. 81,9°/o Pikrolonsiure. 


2. 0,1479 


'. F. Weiss, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 502, 1909. 
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Berechnet fiir C,H,.N,O,(C,,H,N,O,), : Gefunden: 
C 45,45 °/0 45,3) °/o 
H 4,24 %/o 4,31 %/o 
N 21,2 % 20,73 %/o 
Pikrolonséure 80,0 °% 81.9 o, 


Zur Ausfiihrung der Léslichkeitsbestimmung wurden die 
fein gepulverten trockenen Salze eine Stunde im Schiittelapparat 
mit dem Lésungsmittel geschiittelt. Ks ergab sich, dafi 100 cem 
Methylalkohol 4,2—4,5 g racemisches Ornithindipikrat, 2,5—3 g 
racemisches Ornithinmonopikrat, aber nur 0,3—0.4 g Rechts- 
ornithinmonopikrat lésten. Solche Unterschiede wurden beim 
Pikrat des aktiven und des inaktiven Lysins nicht beobachtet. 
100 Teile Methylalkohol lésten 0,10—O,13 g Rechtslysinpikrat 
und 0,09 g inaktives Lysinpikrat. 

Hiernach ist das Verfahren fiir die Aufsuchung des _ in- 
aktiven Ornithins neben Lysin gegeben. Der nach Entfernung 
des Histidins und Arginins erhaltene Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag wird in bekannter Weise durch Barythydrat zer- 
legt, die LOsung der Basen durch Kohlensiiure vom Baryt befreit, 
die Carbonate mit alkoholischer Pikrinsiure in geringem Uber- 
schuB versetzt und zuniichst in stark eingeengter Losung bet 
mehrtiigigem Stehen zur Krystallisation gebracht. Die erhaltenen 
Krystalle werden abgesaugt, mit wenig Alkohol gewaschen, ge- 
trocknet, fein gepulvert und mit Methylalkohol extrahiert. Die 
Mutterlauge wird mit Sand zur Trockene eingedampft und der 
liiickstand nach dem Pulvern ebenfalls mit Methylalkohol aus- 
geschiittelt. 

Die Menge des Methylalkohols muf nach der Menge des 
Pikratriickstandes, wenn méglich nach der Menge des zu er- 
wartenden Ornithins unter Berticksichtigung der oben ange- 
gebenen Léslichkeitsverhiiltnisse bemessen werden. Aus dem 
methylalkoholischen Auszug erhilt man das Ornithinpikrat, 
dessen Schmelzpunkt zwar bisher als «unscharf» befunden (170° 
‘ir das Monopikrat), immerhin zur Erkennung verwertbar ist. 
Zum weiteren Nachweis wird das Pikrat in das Chloroplatinat 
libergefiihrt. Dasselbe krystallisiert am besten aus starker Salz- 
siure und wir haben in manchen Fiillen die Krystallisation 
dadurch beschleunigen kénnen, daf wir die mit Platinchlorid 
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versetzte Losung des Ornithinchlorhydrats in einen Schwefel- 
siiureexsikkator brachten, dessen Schwefelsiiure mit einigen 
Kochsalzkrystallen versetzt war. Die Darstellung des Platin- 
salzes hat sich bei diesen meist noch nicht ganz reinen Prii- 
paraten als zweckmabiger erwiesen, wie die direkte Darstellung 
der Ornithurséure. 

Das beschriebene Verfahren eignet sich am _ besten fiir 
das inaktive Ornithin, wie es rach unsern Versuchen bei der 
Alkalihydrolyse der Proteinstoffe') und nach Ackermann auch 
bei der Fiiulnis des Arginins?) gewonnen wird. In solchen Fiillen, 
wo Rechtsornithin zu erwarten ist, wird man es vorziehen, das 
Basengemisch zu racemisieren. Dies kann ohne erheblichen 
Verlust durch kurzes Erhitzen mit konzentrierter Schwefel- 
siure bewirkt werden, ihnlich dem von F. Kutscher’) fiir die 
Racemisierung des Arginins angegebenen Verfahren. 

Zum Schlub sei noch bemerkt, dai zwei Umstiinde die 
Auffindung des Ornithins und die Anwendung des oben be- 
schriebenen Verfahrens erleichtern kénnen. Zuniichst die geringe 
Loslichkeit des Lysinpikrats in Wasser. Durch Umkrystallisieren 
aus Wasser kann man in manchen Fallen den grdften Teil 
des Lysinpikrats abscheiden, so daf nur der in Wasser leichter 
losliche Teil der Pikratmischung der Extraktion mit Methy!- 
alkohol zu unterwerfen ist. 

Ferner haben wir bei der Fiallung der Eiweifspaltungs- 
produkte mit Phosphorwolframsiure oft beobachtet, dafi das 
Phosphorwolframat des Ornithins langsamer ausfiel, als das e- 
misch der iibrigen Phosphorwolframate. Wenn man das Filtra! 
des sofort entstehenden Phosphorwolframsiureniederschlages 
24—48 Stunden stehen lift, so scheidet sich bei Anwesenheit 
von Ornithin eine Nachfillung aus, welche sehr reich an Or- 
nithin und zuweilen fast reines, etwa nur mit dem entsprechen- 
den Prolinsalz vermischtes Ornithinphosphorwolframat ist. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 492, Bd. LX, 311. 
Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 305. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 478. 
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Uber die Einwirkung von Alkalien auf Proteinstoffe. 
III. Mitteilung. 


Von 


A. Kossel und F. Weiss. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


Aus unseren friiheren Untersuchungen geht hervor, daf 
die Protamine unter der Einwirkung der Alkalien eine Ver- 
‘iinderung erfahren kOnnen, welche die in ihrem Molekiil ent- 
haltene Guanidingruppe betrifft und welche bewirkt, dal bei 
nachfolgender Saurehydrolyse aus ihnen statt des Arginins Orni- 
thin entsteht. Diese Umwandlung ist héchstwahrscheinlich so 
zu erkliren, daBb schon bei gelinder Alkaliwirkung Harnstoff 
abgespalten wird, wihrend die den Proteinstoffen eigenen Pep- 
tidbindungen zunichst noch erhalten bleiben. 

Dieses Verhalten stellt einen besonderen Fall der Desa- 
midierung von Proteinstoffen dar, welcher auch fiir die Beur- 
teilung des physiologischen Eiweibabbaues ein erhebliches Inter- 
esse gewinnen kann. 

Ehe man jedoch an diesen Befund weitere physiologische 
Betrachtungen knitipft, hat man die Frage zu entscheiden, ob 
dieselbe Form der Desamidierung auch bei anderen Proteinen 
zit beobachten ist oder ob sie eine Kigentiimlichkeit der Pro- 
tamine darstellt. Im ersteren Falle wiirde sie fiir die Beur- 
teilung der physiologischen Harnstoffbildung von Bedeutung 
werden, im letzteren wiirde sie einen Unterschied in der Konsti- 
tution der Protamine und anderer Proteinstoffe dartun. 

Als Beispiel fiir einen hodheren Proteinstoff haben wir 
zuniichst den Leim gewiihlt und das Verhalten desselben gegen- 
liber Barytwasser und Natronhydrat mit dem des Clupeins 
verglichen. Dabei zeigte sich bei der von uns angewandten 
Art der Alkaliwirkung, dai der Leim die erwiihnte Veriinde- 
rung der Guanidingruppe nicht erkennen labt, dai diese Gruppe 
somit im Leim mehr geschiitzt ist wie im Protamin. 

Unser Untersuchungsverfahren bestand darin, dali wir zu 
entscheiden versuchten, ob durch die Einwirkung von Alkalien 
aus dem Leim peptonartige Spaltungsprodukte gebildet werden, 
weiche das Ornithin ohne die zugehOrige Cyanamidgruppe 
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in peptidartiger Bindung enthalten. Wir versuchten also aus 
dem durch Alkaliwirkung erhaltenen Reaktionsgemisch pepton- 
artige Stoffe zu isolieren, unterwarfen diese der Saéurehydrolyse 
und priiften die hierbei erhaltenen Spaltungsprodukte auf Ornithin. 

Hierbei zeigte sich, daB schon durch die Alkaliwirkung 
allein neben den Leimpeptonen Ornithin gebildet wurde. Dies 
Qrnithin konnte durch die Alkalihydrolyse aus primir abge- 
spaltenem Arginin gebildet sein, kam also fiir unsere Frage- 
stellung nicht in Betracht. Unsere Aufmerksamkeit mubte dahin 
gerichtet sein, die zu untersuchenden peptonartigen Korper 
vollig von diesem durch Alkaliwirkung unmittelbar gebildeten 
Ornithin zu befreien, um das peptidartig gebundene Ornithin 
von dem freien Ornithin zu unterscheiden. Wir erreichten 
dies durch Fiillungsmittel, welche unter den von uns gewiihlten 
Bedingungen wohl peptonartige Stoffe, aber kein Ornithin nieder- 
schlagen. Als solehe verwendeten wir 

1. Gerbsiiure mit wenig Kochsalz, 

2. Gerbsiiure in einer mit Kochsalz gesiittigten L6sung. 
$3. das Silberbarytverfahren, 
it. Jodwismutjodwasserstoff. 


Untersuchungsmethoden. 

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihr' 
500 ¢ Leim wurden mit 5 | !/2-Normal-Natronlauge 7—19 Tage 
im Brutofen digeriert, mit Salzsiure neutralisiert, mit Essig- 
siiure angesiiuert und mit Gerbséuremischung!) vollig ausge- 
fiillt (Niederschlag I). Das Filtrat dieses Niederschlags wurde 
mit Kochsalz gesiittigt; es entstand ein neuer Niederschlag. 
welcher ebenfalls abfiltriert wurde (Niederschlag II). Das Filtrat 
wurde zur Entfernung des Kochsalzes mit Phosphorwolfram- 
siiure gefillt, der Niederschlag nach kurzem Stehen abfiltriert. 
gut ausgewaschen und durch Baryt zerlegt. Nach Entfernung 
des tiberschiissigen Baryts erhielten wir eine Fliissigkeit, welche 
reich an peptonartigen Stoffen war und starke Biuretreaktion 
zeigte. Dieselbe wurde zuniichst mit dem von A. Kossel ange- 


') 70 g Gerbsiiure, 100 g Kochsalz, 50 ccm Ejisessig in Wasse! 
gelist, mit Wasser bis zum Liter aufgefiillt (Hedin). 
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cehbenen') Silbernitratbarytverfahren ausgefallt (Niederschlag III). 
Das Filtrat dieses Niederschlages wurde nach Entfernung des 
Silbers einer nochmaligen Fiéllung mit Phosphorwolframsiure 
unterworfen, die gefiillte von Phosphorwolframsiiure befreite 
Substanz mit Jodwasserstoff neutralisiert und bei Gegenwart 
von 0,25°/o Jodwasserstoff mit Jodwismut-Jodnatrium ?) gefiillt 
Niedersechlag IV). 

In den Niederschliigen mubten verschiedene Fraktionen 
von Peptonen und Peptiden frei von bereits gebildetem Ornithin 
vorhanden sein. 

Bevor diese Niederschliige der Hydrolyse unterworfen 
wurden, muBten sie von dem mit ihnen in Verbindung befind- 
lichen Féllungsmittel befreit werden. Es wurde dies dadurch 
ermoglicht, da sowohl Gerbsiiure- wie Phosphorwolframsiiure- 
verbindungen von peptonartigen Spaltungsprodukten der Protein- 
stoffe in wiisserigem Aceton l6slich sind.*) Der Gerbsiiure- 
niederschlag (I) erlangte unter Eiskthlung eine pulverige Kon- 
sistenz, sodaB er in der Reibschale verrieben und gut mit 
Wasser ausgewaschen werden konnte. Er wurde sodann in 
einer Mischung von 800 ccm Aceton und 650 ecm Wasser 
gelést. Die Lésung ging bei gewodhnlicher Temperatur bei 
24stiindigem Stehen vollkommen vor sich. Aus der Loésung 
wurde die Gerbsiure mit einer Losung von 200 g Bleiacetat 
in etwa 600 cem Wasser ausgefiillt, der Niederschlag mit 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 177. 

*) Das Reagens wird bereitet aus 50 g Jodnatrium, 100 g Jodwismut 
und 100 cem 0,5°/oige Jodwasserstoffsiure in Wasser. 

*) Die Léslichkeit der Phosphorwolframsiéureniederschlage in Aceton- 
wasser bietet ein sehr bequemes Hilfsmittel bei der Umsetzung derselben 
mit Baryt, welches sich seit mehreren Jahren im hiesigen Laboratorium 
gut bewahrt hat. In manchen Fallen geniigt der Zusatz von Aceton zu 
dem in Wasser aufgeschwemmten Niederschlag, um eine vollstindige 


Losung zu erzielen, aus welcher — notigenfalls nach vorhergehender Fil- 
‘ration — die Phosphorwolframséure mit gesattigtem Barytwasser aus- 


gelallt wird. In anderen Fallen, z. B. bei Gegenwart von pepton- oder 
albumoseartigen Substanzen, ist es erforderlich, das Phosphorwolframat in 
ciner grofen Reibschale mit einer Mischung von 3 Vol. Aceton und 1 Vol. 
Wasser zu verreiben und die Lisung dann mit gepulvertem Atzbaryt in 
der Reibschale zu mischen. 
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heifem Wasser moglichst vollstandig ausgewaschen und die 
unter Zusatz von Tierkohle eingedampften Filtrate und Wasch- 
wiisser durch Schwefelwasserstoff vom Blei befreit. 

Die Umsetzung des Niederschlages II mit Bleiacetat gelang 
ohne Anwendung von Aceton, da der Niederschlag sich beim 
Erwiirmen in Wasser leicht aufléste. Die gefillte Substanz wurde 
vor der Hydrolyse durch nochmalige Fallung mit Phosphor- 
wolframsiiure gereinigt. 

Der mit Jodwismutjodwasserstoff gefillte Niederschlag (IV) 
wurde mit Schwefelsiiure verrieben, mit Schwefelwasserstoff 
zersetzt, zur Entfernung des Jodwasserstoffs mit Phosphor- 
wolframsiiure niedergeschlagen und das letztere Fallungsmitte! 
vor der Hydrolyse entfernt. 

Hydrolyse der vier Fraktionen. 

Die vier Fraktionen gaben die Biuretreaktion und zeigten 
peptonartigen Charakter, zum Teil auch etwas Linksdrehung. Sie 
wurden durch 14stiindiges Kochen mit der zehnfachen Menge 
ihres Gewichts 33gewichtsprozentiger Schwefelsiiure hydroly- 
siert und jede fiir sich nach dem Verfahren, welches in der 
vorhergehenden Abhandlung!) beschrieben ist, auf Ornithin ver- 
arbeitet. Wie bereits erwéhnt, war kein Ornithin nachweisbar. 

Gielegentlich dieser Untersuchungen erhielten wir einige 
hereits bekannte Spaltungsprodukte des Leims, iiber welche 
folgendes zu bemerken ist: 

|. In freiem Zustande waren unter den Spaltungsprodukten 
nachweisbar: Glykokoll, inaktives Ornithin und |-Valin. 

a) Das Ornithin wurde aus der Phosphorwolframsiiure- 
nachfiillung als Dipikrolonat isoliert und gab bei der Analyse 
die in der vorigen Abhandlung mitgeteilten Werte. Es konnte 
ferner als Platinchlorhydrat, Ornithursiure (F = 183—18+") 
und Pikrat nachgewiesen werden. 

b) Das 1-Valin wurde aus dem Filtrat des Phosphor- 
wolframsiiureniederschlags gewonnen. Dasselbe gab bei der 
Stickstoffbestimmung folgenden Wert: 

sJerechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
N = 11,9%o 11,7%o 


‘) ef. vorhergehende Mitteilung. 





Se eiagct imi sib" 





ei eee ie se 


2 





Uber die Einwirkung von Alkalien auf Proteinstoffe. IIL 169 


2. Unter den Produkten der Siiurehydrolyse der durch 
Alkaliwirkung erhaltenen Peptone waren nachweisbar: 

Inaktives Histidin (Menge gering), inaktives Arginin, Rechts- 
Lysin, inaktives Lysin und Prolin (Drehung nicht gepriift). 

Von diesen Produkten wurde Lysin nachgewiesen unter 
den Spaltungsprodukten des Niederschlags I, I] und IV und 
zwar wurde aus | und II Rechts-Lysin, neben geringeren Mengen 
inaktiven Lysins, aus den Spaltungsprodukten des Nieder- 
schlages IV nur inaktives Lysin erhalten. 

Das Histidin wurde an der Diazoreaktion, dem Pikro- 
lonat und dem krystallisierenden Dichlorid, das Arginin an 
dem charakteristischen Nitrat und dem Pikrat erkannt. 

Das Lysin wurde als Monopikrat isoliert; dieses lieferte 
hei der Pikrinséurebestimmung folgende Werte: 


Berechnet fiir C,H,,N,O, - C,H,N,O, : Gefunden: 
Pikrinsaéure 61,07 °/o 61,16 °/o. 


Das Prolin wurde aus dem Alkoholextrakt der Phosphor- 
wolframsdurenachfillung in krystallisiertem Zustand gewonnen 
und in das Phenylhydantoin tibergefiihrt. Letzteres schmolz bei 
112° (unkorr.)!) und lieferte bei der Analyse folgende Zahlen: 


Berechnet fiir C,,H,,N,O,: Gefunden : 
C 66,7 Jo 67,00 2/0 
H 5,6°%/0 5,75 Je. 


Somit zeigten sich bei der Einwirkung der Alkalien auf 
Gelatine &hnliche Erscheinungen, wie wir sie bereits friiher beim 
Clupein beschrieben haben. Einzelne Bausteine der Protein- 
stoffe sind der Racemisierung leichter zugiinglich, solange sie 
noch «intraprotein» gebunden sind. Unterwirft man die durch 
Alkali teilweise racemisierte Gelatine der nachtriiglichen Saure- 
hydrolyse, so werden einzelne Bausteine des Proteinmolekiils in 
racemisiertem, andere in aktivem Zustande erhalten. Besonders 
schnell tritt die Racemisierung bei der Ornithingruppe ein. 


') Der Schmelzpunkt des i-Prolinphenylhydantoins hegt bei 118°. 











Synthese des Agmatins’). 
Von 
A. Kossel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


In meiner letzten Mitteilung tiber das Agmatin?) habe 
ich die Vermutung ausgesprochen, dafs diese Base aus dem 
Arginin durch Abspaltung von Kohlendioxyd hervorgehe und 
dab ihr die Konstitution eines Amidobutylenguanidins zuzu- 
schreiben sei. Diese Strukturformel konnte nunmehr durch die 
Synthese des Agmatins aus Cyanamid und Tetramethylendiamin 
als zutreffend erwiesen werden. 

Kiir die Synthese benutzte ich Tetramethylendiamin, 
welches nach Ciamician und Zanetti’) unter Benutzung der 
Vorschrift von Willstaétter und Heubner*) aus Pyrrol dar- 
sestellt war. 

Bei den ersten Versuchen versetzte ich Tetramethylen- 
diaminchlorhydrat mit soviel Cyanamidsilber, dab einem Molekii! 
der Base etwa ein Molekiil Cyanamid entsprach. Die Fliissig- 
keit nahm eine stark alkalische Reaktion an und die gelbe 
Farbe des Cyanamidsilbers blieb in dem bei Zimmertemperatur 
aufbewahrten Gemisch tagelang unverindert bestehen. Erst als 
ich tiiglich mehrere Stunden einen Strom von Kohlensiure hin- 
durchleitete, mischte sich dem Cyanamidsilber mehr und mehr 
Chlorsilber bei und nach 14 Tagen war die gelbe Farbe fast ver- 
schwunden. Die Fliissigkeit wurde nun mit Schwefelsiure 


') Der Heidelberger Akademie der Wissenschaften vorgelegt am 
4. Juni 1910. 

2) Diese Zeitschr. Bd. LXVI S. 257. 1910. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. XXII 8S. 1968. 

4) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. XL S. 3871. 
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angesduert, wobei reichliche Kohlenséure-Entwicklung eintrat. 
Die von Chlorsilber und einem nicht niiher untersuchten or- 
ganischen Silbersalz abfiltrierte Fltissigkeit wurde mit einer 
wiisserigen LOsung von Silbersulfat versetzt, bis in einer 
Tiipfelprobe mit Barytwasser statt des gelben ein dunkel- 
brauner Niederschlag ausfiel, sodann mit Baryt neutralisiert, 
iltriert und das Filtrat mit Barythydrat gesiittigt. Es bildete 
sich eine tiefbraune Fiillung, welche auf der Nutsche abge- 
saugt und mit Wasser ausgewaschen wurde. Der Niederschlag 
wurde nun in verdiinnter Schwefelsiure zerteilt, mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt und das so erhaltene Sulfat in das Carbonat 
libergeftihrt. Letzteres schied sich nach dem Eindampfen der 
wiisserigen LOsung ganz ebenso wie das aus tierischen Organen 
cewonnene Agmatincarbonat als kreidige Masse ab. Das von 
der Mutterlauge getrennte Carbonat lief sich ohne grobe 
Verluste mit Wasser auswaschen. Es wurde zur Analyse in 
das gut krystallisierende Sulfat umgewandelt und letzteres 
durch Umkrystallisieren aus wasserigem Methylalkohol gereinigt. 

Die Krystalle des Sulfats schmolzen bei 229° unkorri- 
ciert, wahrend der Schmelzpunkt des aus ‘Testikeln darge- 
stellten und wohl noch nicht ganz reinen Agmatinsulfats bei 
224—2259 gefunden war. 

Der Korper gab die in der friiheren Mitteilung erwéhnten 
eaktionen und lieferte bei der Analyse folgende Zahlen: 
0.1435 g Substanz gab 0,1404 ¢ CO, und 0,0925 g H,O d. i. 26,68°/o C 

nd 7,16°%/o H. 


Berechnet fiir: Synthetisches Sulfat Aus Testikeln 
C,H,,N,, H, SO, gewonnenes Sulfat. 
C 26,31 26,68 26,51 

H 7,02 7,16 7,11 


In gleicher Weise laBt sich das Agmatin auch durch die 
Kinwirkung von Cyanamid auf freies Putrescin gewinnen, wie 
‘olgender Versuch zeigt: 

1,9 g Putrescin wurde mit 1 g Cyanamid in wiisseriger 
Losung versetzt und blieb 17 Tage bei Zimmertemperatur 
Sstehen. Die Fliissigkeit wurde sodann mit dem Silber-Baryt- 
Verfahren in der oben beschriebenen Weise verarbeitet. Ich 
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erhielt 0,4 g des schwer léslichen Carbonats, welches in das 


rn 
(roldsalz tibergefiihrt wurde. Dasselbe ergab bei der Analyse 
folgenden Goldwert: 
0.1157 g Substanz gab 0,0561 g Au d.i. 48,49°/o Au 
Berechnet fir: Gefunden fiir das synthetische 
Produkt: 
CH,,N,, 2HCI, 2Au Cl, 
Au 48.68 48.49 
Das Agmatin bildet sich also nach der Gleichung: 
C,H.(NH,), + C (NH), —» NH,:-C,H,:-NH-CNH- NH, 


SSN Rabe ane ES AS RR a Ret herds me 


Erwiderung. 
Von 


O. Schumm. 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1910.) 








Nachdem ich in dieser Zeitschrift (Bd. LXIV, H. 1, S. 73) schon 
vor mehreren Monaten den von Herrn Prof. K. Biirker gegen mich er- 
hobenen Vorwurf, ich habe seine Abhandlung nicht zitiert, unter aus- 
fiihrlicher Darlegung der Griinde als unberechtigt zuriickgewiesen hal, 
versucht Herr Prof. K. Biirker nunmehr, den Leser dadurch fiir sic! 
einzunehmen, dafi er mir kurzerhand den Vorwurf eines «<unkulanten 
Verfahrens» macht (Bd. LXVII, S. 196 dieser Zeitschrift). 

Durch diesen Ausspruch macht Herr Prof. K. Biirker eine erns'e 
wissenschaftliche Diskussion unméglich. Da er der von mir gegebenen 
sachlichen Begriindung nichts Greifbares gegeniiberstellt, so ist die An- 
gelegenheit fiir mich erledigt. 





9, VIII. 1910 
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Eine einfache Methode zur Darstellung von salzsaurem Glu- 
kosamin aus Ovomukoid, zugleich ein Beitrag zur Kenntnis 
des Ovomukoids. 

Von 


Adolf Oswald. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Eidgenissischen Polytechnikums 
in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Juli 1910.) 


Zur Identifizierung von Glukosamin in Gemischen von 
Kiweifspaltprodukten besitzen wir zurzeit drei Verfahren: die 
Benzoylierung nach Schotten-Baumann (mit nachfolgender 
Trennung der Benzoate nach Fr. Miiller')), die Darstellung 
der Phenylisocyanatverbindung nach Steudel?) und die Oxy- 
dation zu Norisozuckerséure nach Neuberg-Wolff.3) Das 
erste Verfahren gestattet durch Verseifung der Benzoate zu 
Glukosamin als solchem zu gelangen, die Regeneration des- 
selben aus der Phenylisocyanatverbindung resp. deren Anhydrid, 
einem a-Tetraoxybutyl-y-phenyl-u-hydroxyimidazol, ist bisher 
nicht durchgefiihrt worden, das dritte Verfahren schlieBt einen 
direkten Nachweis aus. Das erste und dritte Verfahren haben 
den Nachteil, daB sie recht schlechte Ausbeuten geben. See- 
mann*) erhielt aus 34 g Ovomukoid blob 0,5 g krystallisiertes 
Benzoat und aus den verseiften Mutterlaugen 0,8 g krystalli- 


') Fr. Miller, Beitrage zur Kenntnis des Mucins und einiger 
damit verbundener Eiweifstoffe, Zeitschrift f. Biol., Bd. XLII, S. 468 (1901). 

*) H. Steudel, Eine neue Methode zum Nachweis von Glukosamin 
und ihre Anwendung auf die Spaltungsprodukte der Mucine, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XXXIV, S, 353 (1901). 

5) C. Neuberg und H. Wolff, Uber den Nachweis von Chitosamin. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, S. 3840 (1901). 

‘) J. Seemann, Uber die reduzierenden Substanzen, welche sich 
aus Hithnereiweifi abspalten lassen, Inaug.-Dissert., Marburg 1898. 
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sierten Zucker, wihrend nach den Titrationswerten 12 g Zucker 
im gesamten Ausgangsmaterial enthalten waren.!) Aus 100 g 
krystallisiertem Ovalbumin erhielt Langstein?) knapp soviel 
Benzoate, um eine Stickstoffbestimmung auszufitihren und aus 
den verseiften Mutterlaugen gerade soviel des salzsauren Zuckers, 
als fiir eine Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffbestimmung 
notwendig war. Nach der Titration waren 10—11 g Glukosamin 
darin enthalten. Neuberg und Heymann®) erhielten blof 
0,3 ¢ Norisozuckersiure aus 20 g Pseudomucin, wihrend nach 
ihren eigenen titrimetrischen Messungen tiber 6 g reduzierender 
Substanz, auf Traubenzucker bezogen, sich daraus abspalten 
lieben, Mit Hilfe der Phenylisocyanatmethode erhalt man kein 
Reaktionsprodukt in Fallen, wo die anderen Verfahren noch 
ein positives Resultat liefern. Es soll hierauf spiéter eingegangen 
werden. 

Die Beschiftigung mit einem bisher nicht untersuchten 
Mucin, von welchem mir nur eine geringe Menge zur Verfii- 
gung stand, veranlaBte mich, zu priifen, ob sich nicht eine 
Methode ausfindig machen liebe, welche gestattet, in kleinen 
Quantititen von Proteinen Glukosamin nachzuweisen. Um das 
wertvolle Material, um dessentwillen die Bearbeitung dieses 
Gegenstandes vorgenommen wurde, zu schonen, wandte ich 
mich vorerst anderen Mucinkorpern zu. Ich wahlte zuniichst 
das Ovomukoid, von welchem mir ein Préparat aus der Samm- 
lung des hiesigen Instituts von Prof. Winterstein in ent- 
gegenkommender Weise zur Verfiigung gestellt wurde. 

1 g des Priiparates wurde nach dem Vorgehen von See- 
mann‘) eine Stunde mit 40 cem eines Gemisches von 1 Teil 


') Im Biochemischen Handlexikon ist angegeben, dafi aus 100 ¢ 
Ovomukoid 29,4 g Aminohexose gewonnen sind, mit dem Hinweis aul 
Seemanns Inaug.-Dissert. Diese Angabe ist unrichtig, ich habe sie im 
Original vergeblich gesucht, vielmehr bestehen die Angaben zu recht, 
wie sie hier oben im Text angefiihrt sind. 

2) L. Langstein, Die Kohlenhydratgruppe des  krystallisierten 
Ovalbumins, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 49 (1900). 

) C. Neuberg und F. Heymann, Zur Kenntnis des Pseudo- 
mucins, Hofmeisters Beitrage, Bd. II, S. 201 (1902). 


*) loc. cit. 
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kjuflicher konzentrierter Salzsaure und 9 Teilen Wasser unter 
Riickflubkiihlung auf dem Wasserbade erhitzt. Die von einem 
dunklen Schlamm abfiltrierte braune Fliissigkeit wurde nach 
folgendem Prinzipe verarbeitet. 

Winterstein') hatte aus einem durch Spaltung mit kon- 
zentrierter Salzséiure erhaltenen Zersetzungsgemische von Pilz- 
cellulose salzsaures Glukosamin dadurch erhalten, daB er die 
durch Huminsubstanzen schwarz gefiirbte Fliissigkeit gegen 
Wasser dialysierte und das Dialysat einengte. Daraus kry- 
stallisierte ohne weiteres der salzsaure Aminozucker. Auf einen 
Hinweis von Prof. Winterstein auf dieses Verfahren dialy- 
sierte ich das Spaltungsgemisch nach vorherigem Einengen auf 
dem Wasserbade gegen destilliertes Wasser. Es lift sich das in 
sehr einfacher Weise durchfiihren, indem man ein quadratformig 
zugeschnittenes Pergamentpapier trichterfOrmig zusammenfaltet, 
mit der Lésung beschickt und auf einen mit Wasser gefiillten 
Filtrierstutzen stellt. 

Das 24stiindige Dialysat wurde auf dem Wasserbade bis 
zur Sirupkonsistenz eingeengt und sich selbst iiberlassen. Nach 
dem Abkthlen schieden sich harte Krystalle aus von dem typi- 
schen Aussehen des salzsauren Glukosamins. Sie wurden ab- 
‘iltriert und mit starkem Weingeist, in dem sie sich nicht lésten, 
farblos gewaschen. Die Ausbeute betrug 0,2 g, also nicht viel 
weniger, als sich nach den Titrationswerten erwarten lief (0,3 g). 
Die Menge reichte aus, um eine Stickstoffprobe (nach Las- 
saigne) und eine Reduktion nach Fehling anzustellen und 
den Chlorgehalt zu bestimmen. Alle drei Reaktionen fielen 
positiv aus, auferdem stimmte, wie erwiihnt, die Krystallform 
‘ir salzsaures Glukosamin. Zuerst waren die von Fr. Miller?) 
beschriebenen rhomboedrischen Platten erhalten worden, beim 
Umkrystallisieren aus Wasser unter Zusatz von Weingeist er- 
hielt ich auch die von Ledderhose*) und Fr. Miller be- 


') E. Winterstein, Zur Kenntnis der in den Membranen der 
ilze enthaltenen Bestandteile (II. Mitteilung), Diese Zeitschrift, Bd. XX], 
S, 134 (1894), 

*) loc. cit. 
*) G. Ledderhose, Uber Glykosamin, Diese Zeitschrift, Bd. IV, 
S. 139 (1880). 


12* 
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schriebenen typischen Hexagondodekaeder und zwar beide von 
letzterem abgebildete Formen. 

Die Krystalle schmeckten siiB mit bitterem Nachgeschmack 
und verbrannten auf dem Platinblech unter starker Blihung 
und ohne Hinterlassung von Asche. 

Da die Mutterlauge der Krystalle starke Biuretreaktion 
zeigte — schién granatrote Farbung — und da hiermit er- 
wiesen war, daf die Gegenwart von Peptonen (und wohl auch 
Albumosen) das Auskrystallisieren des salzsauren Glukosamins 
nicht verhinderte, so versuchte ich, das Verfahren dadurch zu 
vereinfachen, da ich das Dialysieren weglieB und das Zer- 
setzungsgemisch direkt einengte. 

Zu dem Behufe wurden 0,75 g des gleichen Ovomukoid- 
priiparates in gleicher Weise zersetzt. Die vom ungeldsten 
braunen Riickstand abfiltrierte Lo6sung wurde ohne weiteres 
auf dem Wasserbade bei gelinder Warme eingeengt. Nach 
passender EKinengung schieden sich schon in der Wirme, meh 
noch aber beim Abkiihlen wieder die Krystalle aus. Die Roli- 
ausbeute, welche ein ziemlich farbloses Priparat darstellte, 
betrug 0,11 g. Séémtliche oben erwiihnten Proben auf salz- 
saures Glukosamin fielen positiv aus. 

Zur weiteren Sicherstellung des Resultates und um ge- 
niigend Material fiir quantitative Analysen zu erhalten, nahm 
ich eine Darstellung aus einem anderen Ovomukoidpraparat 
vor. Ich ging von 24 Kiern aus und verfuhr nach der Vor- 
schrift von C. Th. Moérner,!) indem ich die verdiinnte Eierklar- 
ldsung in der Hitze unter Essigsiéurezusatz koagulierte und das 
von dem Koagulat getrennte Filtrat einengte und mit starkem 
Alkohol versetzte. Der weife Niederschlag (6 g) wurde als- 
dann in oben geschilderter Weise mit 3°/oiger Salzsaure ge- 
spalten und auf Glukosamin verarbeitet. Aus dem Pripara! 
erhielt ich in mehrfachen Fraktionen insgesamt 1,6 g salzsaures 
Glukosamin (Rohprodukt). Beim einmaligen Umkrystallisieren 
aus Wasser, dem etwas verdiinnte Salzsiure zugesetzt wurde. 
und Alkohol waren die Krystalle schneeweil. 


‘) (. Th. Mérner, Uber eine im Hiihnereiweif in reichlicher Menze 
vorkommende Mucinsubstanz, Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 525 (155) 
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Eine Chlorbestimmung ergab 16,49°/o Cl. Berechnet fiir 
C,H,,0;NC] 16,43 °/o. 

0,1056 g Substanz ergaben 0,0711 g AgCl = 0,01752 g Cl. 

Eine Stickstoffbestimmung ergab 6,37°/o N. Berechnet 
6,50 °%/o N. 

0,1961 g Substanz ergaben 0,012496 g N. 

Die Krystalle reduzierten Fehlingsche Lésung und zeigten 
die weiter oben erwahnten Formen. 

Um sicher zu sein, daB das Glukosamin dem Ovomukoid 
entstammte und nicht etwa, was allerdings wenig wahrschein- 
lich war, von vornherein dem Ovomukoid beigemengt war, 
indem es im Hiihnerei schon vorgebildet vorkiime und von 
ienem bei der Fallung mitgerissen worden wiire, stellte ich 
mir ein weiteres Ovomukoidpriiparat aus 25 Eiern dar, das 
ich vor der Spaltung der Dialyse gegen Wasser aussetzte. 
Heim Einengen der Dialysate auf dem Wasserbade stellte sich 
heraus, daf sie reduzierende Eigenschaften hatten, und zwar 
reduzierten sie Fehlingsche Losung langsam in der Kilte, 
sogleich aber in der Warme. Ich konnte ein Osazon dar- 
stellen, das bei einmaligem Umkrystallisieren bei 205° schmolz. 
Aus dem eingeengten Filtrate der Ovomukoiddarstellung gewann 
ich ein Osazon vom Schmelzpunkt 215°. Der aus dem ein- 
geengten Dialysat des Ovomukoids resultierende Sirup schied 
auf Zusatz weniger Tropfen starker Salzsiiure beim lingeren 
Stehen keine Glukosaminkrystalle aus. Es diirfte sich somit 
um bei der Ausfallung des Ovomukoids von diesem mitgerissenen 
Traubenzucker handeln, von welchem, ilteren Angaben zu- 
folge,!) geringe Mengen im Eierklar vorkommen. Die Menge 
des dem Ovomukoid anhaftenden Zuckers war tberdies nur 
sehr gering. 

Das in Wasser geléste Ovomukoid wurde nun gegen 
Wasser so lange dialysiert, als noch reduzierende Substanz in 
die Dialysate iiberging. Das danach von dem _ beigemengten 
\ohlenhydrat getrennte Ovomukoid wurde alsdann der Spaltung 
mit verdtinnter Saizsiure unterworfen, und ergab bei gleicher 
Uehandlung, wie oben, krystallisiertes salzsaures Glukosamin. 


') Vgl. Neumeister, Lehrbuch der physiol. Chemie, 2. Aufl., 5. 531. 
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Damit war erwiesen, dai das Glukosamin bei der Spaltung 
aus dem Ovomukoid hervorgegangen war. 

Es ergibt sich sonach aus dem Mitgeteilten, dab aus 
dem durch einsttindiges Erwarmen mit ca. 3° /oiger 
Salzsiiure erhaltenen Spaltungsgemisch des Ovyo- 
mukoids durch einfaches Einengen auf dem Wasser- 
bade salzsaures Glukosamin in krystallisierter Form 
sich gewinnen 1abBt. 

Diese Methode hat neben der grofen Einfachheit den 
Vorteil, daf sie gestattet, mit sehr geringen Mengen Ausgangs- 
material auszukommen, da in schon weniger als einem Gramm 
der Nachweis des Glukosamins gelingt. Sie hat den weiteren 
Vorteil, daf sie die tibrigen Eiweifspaltprodukte unberiihr' 
lift und ihre Untersuchung ohne weiteres gestattet. 

Es interessierte mich in der Tat, zu erfahren, welche 
anderen Produkte der Eiweifspaltung neben dem Aminozucker 
zugegen waren. Diese Frage ist nicht ohne Bedeutung fiir 
unsere Auffassung von der Natur der Mucine. 

Zu diesem Zwecke wurden die Mutterlaugen der ver- 
schiedenen Darstellungen vereinigt, mit Wasser verdiinnt und mi! 
Phosphorwolframsiure gefallt. Der gut ausgewaschene Nieder- 
schlag sowie das Filtrat wurden in der tiblichen Weise mit Bary! 
von der iiberschiissigen Phosphorwolframsidure befreit. Das Filtrat 
hinterlieB beim Eindunsten auf dem Wasserbade nur eine ganz 
geringe Menge eines hellgelben Sirups, und da dieser auf Phosphor- 
wolframsiiurezusatz noch eine Fillung gab, wurde er abermals 
mit dem Reagens versetzt. Der alsdann von phosphorwolfram- 
siiurefiillbaren Bestandteilen freie Sirup, dessen Menge nur 
iiuberst gering war, gab keine Millonsche Reaktion und lie!) 
nach wochenlangem Stehen weder Tyrosin- noch Leucinkrystalle 
ausfallen. Auf andere Aminosiiuren wurde der geringen Menge 
wegen nicht untersucht. Der Sirup gab eine auferordentlich 
starke Molischsche Reaktion und eine minimale Biuretreaktion. 

Der phosphorwolframSiurefiallbare Anteil gab sehr starke 
Biuretreaktion und zwar eine purpurrote, wie sie bei Gegenwat' 
von Peptonen ausfillt. Mit gesiittigter Ammonsulfatlésung ver- 
setzt, gab die neutralisierte LOsung eine Fiillung. Die stirkste 
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Fillung trat ein bei Ganzsiittigung, schwiicher war sie bei ?/s-Siitti- 
sung und noch schwacher bei !/2-Siittigung. Es waren somit Proto- 
und Deuteroalbumosen sowie Peptone zugegen. Auferdem ist zu 
beriicksichtigen, dafi ein Teil des Eiweifes als unl0slicher Korper 
von vornherein zuriickblieb. Es resultiert hieraus, daf auber 
dem Glukosamin nur hdhere Spaltprodukte des Eiweifes vor- 
handen waren, d. h. es wird das Glukosamin schon ab- 
getrennt, wahrend die tbrigen Aminokorper noch in 
hdherem Verbande bleiben. Das Glukosamin scheint so- 
nach in lockerer Bindung im Molekitil enthalten zu sein als die 
iibrigen Aminokorper. Diese Tatsache diirfte nicht ungeeignet 
sein, die alte Auffassung von der glukosidischen Natur der 
Mucine, die in neuerer Zeit von mancher Seite verlassen wird, 
zu stiitzen. Bevor diese Frage weiter diskutiert werden kann, 
miissen selbstverstiindlich auch andere Mucine untersucht werden. 

Zu erwiihnen ist noch, daB die Albumosen und Peptone 
keine Molisch-Udranszkysche Reaktion gaben, somit siimt- 
liches Glukosamin abgespalten worden war. 

Die Gewinnung von salzsaurem Glukosamin nach dem 
hier geschilderten Verfahren ist mir auch aus anderen Mucinen 
gegliickt. Hiertiber soll in einer anderen Mitteilung die Rede sein. 

Zum Schlusse sei mir gestattet, auf einen Punkt einzu- 
gehen. Steudel') hat mit Hilfe seines Phenylisocyanatverfahrens 
aus dem durch Kochen mit 3°/oiger Salzsdure erhaltenen Spal- 
tungsgemisch des Ovomukoids keine Phenylureidoglukose be- 
kommen, und da auf Zusatz von Glukosamin zu dem Spalt- 
gemisch ein solches Derivat bezw. sein Anhydrid, das a-Tetra- 
oxybutyl-7-phenyl-u-hydroxyimidazol, leicht zu gewinnen war, 
schloB er daraus, dafi bei der erwiihnten Spaltungsart kein 
(lukosamin aus dem Ovomukoid entsteht. Da nun aber bei 
Zerlegung des Mukoids mit konzentrierter Salzsiiure das ge- 
suchte Produkt sich finden lie}, nimmt er an, dali bei der 
Spaltung mit verdiinnier Saure zuniichst eine polymere Form 
des Glukosamins abgespalten werde, welche dann bei weiterer 
Hydrolyse in Glukosamin zerfalle. Meine oben geschilderten 
Erfahrungen sprechen nicht in diesem Sinne, sondern deuten 


') loe. cit. 
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darauf hin, dafi schon die Spaltung mit verdiinnter Saure den 
Aminozucker als solchen loslést. 

Gegen diese SchluBfolgerung la6t sich jedoch ein Ein- 
wand erheben. Es kénnte in der Tat durch das lange Ein- 
engen der verdiinnten salzsauren LOsung auf dem Wasserbad, 
wobei die Konzentration an Salzsiure allmahlich zunimmt und 
schlieBlich ziemlich erheblich wird, doch eine Spaltung eines 
urspriinglich polymeren Produktes im Sinne Steudels statt- 
finden. Gegen eine solche Annahme sprechen allerdings die 
Dialysierversuche mit dem nur wenig oder gar nicht einge- 
engten Spaltgemische, welche dargetan haben, daf die Dialy- 
sate ohne weiteres reduzierten. Um jedoch diesem Einwand 
voll zu entgehen, machte ich folgenden Versuch. Ich spaltete 
4 g Ovomukoid mit 3°/oiger Salzsdure in gleicher Weise wie 
friiher und versetzte danach die abgekiihlte Losung so lange 
mit Bleicarbonat in Substanz, bis sich keine Kohlenséure mehr 
entwickelte. Von dem Bleichlorid filtrierte ich ab, fillte aus 
dem Filtrat das geléste Blei mit Schwefelwasserstoff und engte 
die so erhaltene hellgelbe, nur schwach sauer reagierende 
Losung auf dem Wasserbad bei gelinder Wiarme bis zum diinn- 
fliissigen Sirup ein. Alsdann lieB ich abkiihlen, setzte 2 Tropfen 
konzentrierte Salzsiure hinzu und liefi bei Zimmertemperatur 
im Vakuum tiber Schwefelsiiure stehen. Nach einigen Stunden 
schieden sich Glukosaminkrystalle aus. Somit war erwiesen, 
dai} Glukosamin als solehes und nicht ein polymeres 
Produkt desselben bei der Spaltung mit verdiinnter 
Siiure aus dem Ovomukoid abgespalten wird. 








Stoffwechseluntersuchungen am iiberlebenden Warmbliterherzen. 
Il. Mitteilung. 
Zur Physiologie des Herzstoffwechsels. 
Von 


Dr. Erwin Rohde, Assistent des Instituts. 


Mit sieben Abbildungen im Text. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1910.) 


Es besteht fiir viele Fragen der Physiologie, wie auch 
der experimentellen Pharmakologie und Pathologie das Be- 
diirfnis, die Vorgéinge des Organstoffwechsels und seiner Ver- 
‘inderungen messend zu verfolgen. Die Untersuchung des Ge- 
samtstoffwechsels ist in ihren Grundlinien abgeschlossen und 
die Bilanz der Energiewanderungen unter den verschiedensten 
Bedingungen genau bekannt; wenn man aber auch die Anfangs- 
und Endglieder der Kette des physiologischen Geschehens kennt, 
ihre Mittelglieder, der sogenannte Organstoffwechsel, sind der 
experimentellen Forschung bisher nur wenig zugiinglich; eine 
quantitative Messung von Teilprozessen des Gesamtstoffwechsels 
ist bis heute nur selten versucht worden. 

Fiir die Ausbildung einer solchen Methode erschien das 
iiberlebende Warmbliiterherz ganz besonders geeignet. Denn 
seine bei der DurchstrOémung mit Nahrlosungen die Isolierung 
stundenlang iiberdauernde Tiitigkeit gibt einen objektiven Maf- 
stab, inwieweit wir in dem Untersuchungsobjekt noch normale 
Lebens- und damit Stoffwechselfunktionen erwarten diirfen. 


Methodik. 

In dieser Mitteilung soll ein Apparat beschrieben werden, 
der die Leistung des tiberlebenden Herzens durch langere Zeit- 
riume zu messen, gleichzeitig aber auch die einzelnen Faktoren 
seines Stoffwechsels — Sauerstoffverbrauch, Kohlensiiurebildung 
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und Verbrauch zugesetzter Nahrstoffe — zu bestimmen ge- 
stattet. 

Die im folgenden mitgeteilten Versuche zur Physiologie 
und Pharmakologie des Herzens verlangten die gleichzeitige 
Messung der Leistung des Organes und seines Stoffwechsels : 
doch kénnen der «Leistungsmesser» und der Apparat zur Stoff- 
wechseluntersuchung am isolierten Herzen auch getrennt zur 


Anwendung kommen. 


Leistungsmessung. 


Seitdem C. Ludwig!) wohl als erster das vollstindig 
aus dem Kreislauf herausgeschnittene Warmbliiterherz von der 
Carotis eines anderen lebenden Tieres aus kiinstlich durchblutet 
hat, ist diese Methodik bekanntlich durch die von Langen- 
dorff?) eingefiihrte Durchstr6mung der CoronargeféfBe mit de- 
fibriniertem Blut oder ktinstlichen Nahrldsungen von der Aorta 
aus Allgemeingut der Physiologie geworden und hat speziell 
fiir pharmakologische Zwecke vielfach Anwendung gefunden. 
Bei dem Verfahren Langendorffs schligt das Herz mit leeren 
Herzhohlen; das Pulsvolumen wird nicht gemessen, sondern 
nur die Exkursionen des Herzens mittels eines an der Herz- 
spitze befestigten Hiikchens aufgeschrieben. 

Kine Messung der Herzarbeit wird also mit dieser Methode 
nicht bezweckt und kann auch nicht erreicht werden, weil 
durch den Bau des Herzens als Hohlorgan nur die Verianderung 
des Herzinhaltes nach Druck und Volumen ein Bild von der ge- 
leisteten Arbeit geben kénnen. Deshalb gaben Gottlieb und 
Magnus*) der Herzkammer des kiinstlich durch seine Coronar- 
gefiibe durchbluteten Herzens einen Inhalt, indem sie einen an 
einer Glasréhre befestigten Gummiballon einfiihrten und ihn 
unter Druck mit Luft fiillten; die Volum- und Druckschwan- 
kungen wurden graphisch registriert. Diese Vorrichtung erlaubte 
einen Vergleich der von einer Herzkammer vor und nach de: 
Kinwirkung eines Agens ausgeworfenen Pulsvolumina des kiins!- 


'! Wild, Zeitschrift f. ration. Med., 1846, Bd. V. 
*) Langendorff, Pfliigers Archiv, 1895, Bd. LXIL. 
*) Gottlieb u. Magnus, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. LI, 1905 
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lichen Inhalts, also damit fiir kurze Versuche auch der Herz- 
arbeit. 

Von einem Leistungsmesser aber, der fiir Stoffwechsel- 
untersuchungen brauchbar sein soll, muf zuniichst verlangt 
‘werden, daB er stundenlang die vom Herzen geleistete Arbeit 
automatisch zu sammeln gestattet; weiterhin miissen die Ein- 
richtungen moglichst den physiologischen Verhiltnissen ange- 
paBt sein, vor allem durfte in der Diastole kein wesentlicher 
Druck auf dem Herzen lasten. Ich erreichte diesen Zweck durch 
eine weitere Fortbildung der Gummiballonmethode; um die Ver- 
driingung des Inhalts messen zu kénnen, mubte aber an Stelle 
der komprimierbaren Luft das unkomprimierbare Wasser als 
Inhalt des Ballons treten. 

Fiir die Konstruktion eines solchen Arbeitssammlers er- 
gibt sich nun aus der Definition der Arbeit als Gewicht mal 
Weg, dali man _ ent- 
weder dasselbe Gewicht a — 
in zunehmende Hohe a! =>) TT 
(Fickscher Arbeits- ‘ 
sammler) oder aber die INS 
einzelnen Gewichte auf Hy Nenu! 
dieselbe Hohe heben las- KE: 
senkann. Diese letztere 
Form lieB sich hier an- {(- jm 
wenden. Und so gelang- 
te ich zu einer dem / NK 
Warmbliiterherzen an- I” a 
gepabten Modifikation AWA 
des Kronecker-Wil- a 
llamsschen  Frosch- Fig. 1. 
herzapparates, wie sie Leistungsmesser. 
aus der beistehenden 
Abbildung (Fig. 1) erhellt. Nur lieSen sich am Warmbliiter- 
herzen die Herzhéhien nicht selbst benutzen;!) statt dessen 





‘) Versuche, die ich in dieser Richtung anstellte, sind an dem Ver- 
sagen der Atrio-Ventrikularklappen einstweilen gescheitert; bei schwachen 
Kontraktionen des Ventrikels schliefen sie nicht fest aufeinander. 











[84 Erwin Rohde, 


werden die Veriainderungen des Inhalts des in die linke Kam- 
mer eingefiihrten Gummiballons gemessen. 


Beschreibung des Leistungsmessers. 


Wie bei der von Gottlieb und Magnus beschriebenen 
Methode wird eine Kaniile, die vorne einen kleinen Gummi- 
ballon tragt, durch das linke Herzohr und den Vorhof hindurch 
in den linken Ventrikel eingefiihrt; um zu verhindern, dai die 
Offnung.der Kaniile verlegt werde, liegt eine Platindse davor. 
Der Gummiballon besteht aus zwei luftdicht tibereinanderge- 
legten Gummifingerlingen; sie ragen etwa 2,5 em tiber die 
Offnung der Kaniile hinaus und fassen ca. 5 cem Wasser. 

Die Einfiihrung der Kaniile erfolgt in kollabiertem Zustande 
durch das linke Herzohr (vgl. S. 203). 

Ballon und Kaniile werden mit Wasser gefiillt und mit 
einer sich bald gabelnden Réhre verbunden; der eine Schenkel 
fiihrt zu einem kleinen Wasserreservoir, das durch Wasser- 
zufluB stets bis zum Rand gefiillt bleibt, der andere zur Aus- 
flubdffnung. In beiden Réhren liegen Schlitzventile, und zwar 
in solcher Anordnung, dai das Wasser nur vom Reservoir zur 
Ausflubdffnung flieBen kann. Alle Réhren sind mit Wasser ge- 
fiillt. Die Ausflu{dffnung steht mit dem Wasserreservoir aut 
cleicher Héhe oder dariiber. Das Reservoir stand in den Ver- 
suchen meist ca. 35 em iiber dem Herzen und fiillte den Gummi- 
ballon prall mit Wasser, sodafi er sich den Herzwanden gleich- 
miabig anlegte. 

Kontrahiert sich nun das Herz, so preft es den Inhalt 
des Ballons aus und treibt die entsprechende Wassermenge 
aus der Ausflu86ffnung, da wahrend der Kontraktion das Ventil 
zum Reservoir geschlossen bleibt. In der Diastole 6ffnet sich 
nun dieses Ventil und die dem Pulsvolumen entsprechende Menge 
Wasser strO6mt aus dem Reservoir in den Gummiballon und 
fiillt ihn wieder. Bei der néchsten Systole wiederholt sich das 
Spiel; die aus der AusfluS6ffnung abfliefende Wassermenge 
wird gemessen und stellt die Summe der einzelnen Puls- 
volumina dar. 

Dai man wie am Williamschen Apparat noch einen 
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relativ hohen Widerstand, der durch Reibung des Wassers an 
den Rohrenwinden entsteht, mit in Rechnung ziehen muB, 
ist leider schlecht zu vermeiden, man kann ihn aber durch 
moglichst weite Rohren (0,7 cm) so erniedrigen, dai er keinen 
allzu hohen Betrag ausmacht. Fiir genaue Versuche kann man 
eine Messung des durch den Reibungswiderstand erhdhten 
Druckes an seitlich angebrachten Manometern vornehmen. Be- 
sonders der Widerstand des Ventiles ist méglichst klein zu 
machen; die Offnung der Schlitze war 2 cm lang und 0,2 em 
breit:; sie waren iiberspannt mit Goldschliigerhaut. Ein in der 
Niihe des Herzens angebrachtes Hg-Manometer zeigte bei den 
einzelnen Systolen nur mehr Schwankungen von 2—3 mm.!) 
Aber nicht nur der Widerstand des «<systolischen» Ventils 
spielt eine grofe Rolle, auch das «diastolische», vom Reservoir 
her, kann Fehlerquellen verursachen; ist es zu schmal oder 
die Bespannung zu fest, so flieBt in -der Diastole weniger 
Wasser in den Ballon zuriick, als in der Systole ausgetrieben 
worden ist. 

Um den Druck zu erhdhen, gegen den das Herz seine 
Kontraktionen ausfiihrt, braucht man nur ein Quecksilberventil in 
die AusfluBr6hre einzuschalten; durch Einstellung dieses Ventils 
kann der Systole des Herzens ein beliebiger Widerstand ent- 
gegengesetzt werden. 

Die Benutzung des Quecksilberventils zur Erzeugung eines 
hdheren systolischen Druckes hat vor der Verlangerung des Aus- 
flu8rohres nach oben oder der Verengerung der Strombahn 
durch eine Klemme den Vorteil, dafi der Druck genau dosier- 
bar bleibt und nicht durch unbekannte Reibungswiderstiinde 
vergroBert wird. 

In der Diastole steht das Herz also unter dem Druck 
des Wasserreservoirs; der Druck, den es in der Systole zu 
liberwinden hat, wird durch das Quecksilberventil eingestellt. 





‘) Leider sind die spater mitzuteilenden Versuche nicht alle mit 
demselben Reibungswiderstand des Réhrensystems ausgefiihrt worden: 
bis Versuch 83 waren die Widerstande zweifellos zu grofh; denn als die 
Verbreiterung der Réhren und Ventile auf die obengenannten Werte vor- 
genommen wurde, erfolgte eine betrachtlich gréfere Forderung. 
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Im Gegensatz zu der Gottlieb-Magnusschen Methode ist es 
also moglich, das Herz mit geringer diastolischer Spannung 
gegen einen hohen systolischen Druck anarbeiten zu lassen. 

An einem Seitenrohr ist auferdem noch ein kleiner 
Mareyscher Tambour angebracht, dessen Exkursionen bei den 
einzelnen Systolen graphisch registriert werden k6nnen und 
somit ein ganz gutes Bild der einzelnen Pulse geben. 

Zur Kritik der Fehlerquellen dieses Leistungs- 
messers sei folgendes angefiihrt. Man muB sich von 
vornherein dariiber klar sein, daB diese Methode niemals die 
gesamte vom linken Herzen geleistete Arbeit zur Messung 
bringen kann. Der Ballon wird sich niemals vollkommen den 
Wiinden des Ventrikels anlegen und so wird stets ein Teil der 
Kontraktionsenergie des Herzmuskels unausgenutzt bleiben. Die 
Methode mift also nur einen mehr oder weniger grofen Bruch- 
teil der tatsiichlich geleisteten Herzarbeit. Die Voraussetzung 
fiir die Brauchbarkeit der Methode besteht darin, dab dieser 
Bruchteil sich wihrend der Versuche nicht indert, d. h. dai 
sich der Ballon wihrend den Kontraktionen nicht verschiebt 
und dafi sich seine Anlagerung an den Ventrikelwiinden nicht 
veriindert. Daf eine solehe Verschiebung entweder nicht vor- 
kommt oder nur in so geringem Mabe, da sie fiir den 
mechanischen Effekt nicht in Betracht kommt, dafiir sprechen 
meine zahlreichen Beobachtungen, nach denen die Herzen bei 
gleichem systolischen Druck iiber einige Stunden fast genau 
die gleichen Pulsgrdfen lieferten, bei Erhdhung des Druckes 
dann kleinere Pulsvolumina aufwiesen, aber nach dem Zuriick- 
kehren zum Anfangsdruck genau dieselben Werte lieferten wie 
vor der Druckerhéhung. Daraus darf man schliefen, dah sich 
der Ballon in gelungenen Versuchen nicht verschiebt, also stets 
derselbe Bruchteil der vom Herzen wirklich geleisteten Arbeit 
zur Messung kommt. 

Kine weitere Voraussetzung fiir die Annahme, dafi man 
in dem Pulsvolumen einen konstanten Bruchteil der wirklichen 
Herzarbeit vor sich habe, ist die, daB die Kaniile nicht zu tief 
in den Ventrikel eingefiihrt ist und dadurch die Muskulatur 
an der vollstindigen Zusammenziehung hindert. Das Resultal 
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miibte sein, dali das Pulsvolumen nicht tiber ein gewisses Mab 
ansteigen kann. Ob diese mechanischen Verhiiltnisse richtige 
sind, erkennt man gleich im Anfang des Experimentes daran, 
daB bei einzelnen kriaftigen Pulsen ein weit groferes Puls- 
volumen gefordert wird als im Durchschnitt spéter. Natiirlich 
darf umgekehrt auch der Ballon nicht in den Vorhof zuriick- 
schltipfen. 

Um hier schon einen Begriff von der ForderungsgroBe 
eines solchen tiberlebenden Herzens zu geben, so sei er- 
wiihnt, daB die durchschnittliche Stundenforderung gegen einen 
Druck von 35 em Wasser 12000 cem betrug: das Maximum 
war 17310 ccm. 


Verwendung des Leistungsmessers zu Stoffwechsel- 
untersuchungen. 


Wenn auch die beschriebene Anordnung somit keine ab- 
soluten Werte der Herzleistung zu messen erlaubt, so sind es 
doch zweifellos anniihernd f&quivalente. Die beschriebene An- 
ordnung kam bei den im folgenden mitgeteilten Versuchen bei 
cleichzeitigen Untersuchungen des Stoffwechsels zur Anwendung; 
sie kann aber auch zu einer Analyse der Druck- und Volum- 
verhaltnisse am arbeitenden Warmbliiterherzen dienen. 

Die Prinzipien einer solchen Analyse seien hier kurz an- 
cefiihrt: dabei werde ich mich im wesentlichen den Ausfiihrungen 
0. Franks!) anschliefen, dem wir die Klirung der ungemein 
komplizierten Zusammenhiinge zwischen Frequenz-, Volum- und 
Druckverhiltnissen des Kaltbliiterherzens verdanken. 

Unter Anlehnung an Ficks myographische Untersuchungen 
unterscheidet Frank am Herzen isometrische und isotonische 
Zuckungen als diejenigen Formen, zwischen denen alle tibrigen 
Moglichkeiten eingeschlossen liegen miissen; dies gilt auch ftir 
die Uberlastungszuckung, die man am ehesten in Analogie mit 
(en im Korperkreislauf herrschenden Verhiiltnissen setzen darf. 

1. Isotonische Zuckungen: Der Theorie nach eine Zuckung, 
bel der sich von einem festgelegten Anfangsdruck an nur das 


') O. Frank, Zeitschr. f. Biologie, Bd. XXXII, XXXVII, XLI. 
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Volumen, nicht aber der Druck dndern kann. Dieser Forderung 
laiBt sich exakt gentigen durch Benutzung eines weichen Marey- 
schen Tambours, der direkt an die Herzkaniile angebracht sein 
miifte. Will man dagegen stundenlange Untersuchungen vor- 
nehmen und dabei die wihrend der Systole geleistete Arbeit 
sammeln, so wird man ohne zu grofe Fehler die oben be- 
schriebene Ventileinrichtung benutzen konnen. 

Man stellt zu diesem Zwecke Reservoir und AusfluBdffnune 
auf dieselbe HOhe und mift die Ausflu{menge. Das Herz fiingt 
also schon mit der Spannung an sich zu kontrahieren, die es 
wiihrend der Kontraktion beibehalt. Natiirlich ist die Isotonie 
dann nur noch eine annihernde;: denn durch die zunehmende 
Reibung des Wassers in der AusfluBrohre wahrend der Systole 
muB auch der Widerstand, also die Spannung zunehmen 
(Auxotonie). Auberdem ist zu bedenken, dafi bei der grofen 
Frequenz des normal schlagenden Herzens der Anfangsdruck 
nie ganz der Reservoirhéhe entsprechen wird, da die Fiillung 
in der kurzen Diastole nur eine annihernd vollstandige sein 
kann und also bei Beginn der niichsten Systole noch kein 
volliger Druckausgleich eingetreten ist. In Wahrheit haben wir 
es daher hier mit einer auxotonischen Uberlastungszuckung 
zu tun, wobei aber die Uberlastung und der Druckzuwachs so 
klein als méglich gemacht sind. 

Diese isotonische resp. auxotonische Zuckungsform ist es, 
die bei meinen Stoffwechseluntersuchungen Verwendung fand. 

2. Die isometrische Zuckungsform. Der Forderung des 
gleichen Volumens ist leicht nachzukommen, wenn man als 
Fiillung des Ballons Wasser benutzt und mittels eines Tono- 
meters die Druckschwankungen registriert. Der Vorteil des 
Wassers vor der Luft als Fiillung des Gummiballons liegt in 
der Unkomprimierbarkeit des Wassers; Gottlieb und Magnus 
erhielten in ihren Versuchen wegen der Luftfiillung nur be! 
hohem Drucke isometrische Kurven. Da man hier aber aucl 
bei niedrigem Druck isometrische Kontraktionen erhalten kann. 
so bedeutet das eine griéBere Schonung der Herzmuskulatur und 
gibt die Méglichkeit in die Hand, isotonische und isometrische 
Zuckungsformen am selben Herzen zu studieren. 
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3. Die natiirliche Zuckung (Uberlastungszuckung). Diese 
Kontraktionsform, die das Herz im Kreislauf tatsachlich aus- 
fiihrt, 14Bt sich an dem Apparate leicht hervorrufen: Man braucht 
nur bei niedrigem Stand des Reservoirs die Ausflu8réhre in das 
Quecksilberventil zu senken, so erfolgt nun die Systole gegen 
einen beliebigen Uberdruck. Die einzelne systolische Kontraktion 
durchléuft dann von niedriger Anfangsspannung ausgehend zu- 
erst eine isometrische Kurve, bis der Druck erreicht ist, unter 
dem sich das Ventil zum AusfluBrohr hin 6ffnet: von da an 
ist die Kontraktion isotonisch bis zur Hohe der Verkiirzung. 
Als bleibende déubere Arbeit der einzelnen Kontraktionen darf 
man annahernd das Produkt aus Pulsvolumen und einge- 
-chaltetem Uberdruck betrachten. 

Welche der beschriebenen Kontraktionsformen 
des Herzens kann nun bei Stoffwechseluntersuchungen 
am Herzen in eine moglichst einfache Proportion zum 
\rbeitsumsatz gesetzt werden?!) 

Bevor wir dieser Frage néher treten, sei kurz auf die 
Zusammenhange zwischen Kontraktionsform und Energiewand- 
ung hingewiesen, wie wir sie vom quergestreiften Muskel her 
kennen:?) 1. Bei der isometrischen Zuckung geht die ganze 
‘reiwerdende chemische Energie in Wiarme iiber, da ja keinerlei 

1) Wenn ich hier an der Hand von theoretischen Erwigungen eine 
Darstellung der komplizierten Beziehungen zwischen den mechanischen 
/ustandsanderungen des Herzens, soweit sie dieser Apparat zu messen 
erlaubt, und den thermodynamischen Erscheinungen versuche, bevor ich 
eine erschépfende experimentelle Analyse vorgenommen habe, so geschieht 
dies aus heuristischen Griinden; nur eine mdglichst exakte begriffliche 
Trennung aller bisher bekannten Beziehungen kann zu einem klaren Ein- 
viick in diese verwickelten Verhaltnisse fiihren. 

Eine Bestimmung der Arbeitsgréfe, die das Herz am Gummi- 
vallon leistet, zu der die genaue Kenntnis aller Fehler des Apparates 

Schleuderung» usw.) und des ganzen Druckablaufes wahrend der Kon- 

‘raktionen gehort, ist hier noch nicht geplant, sondern ausschliefilich 

Benutzung einer Kontraktionsform des Herzens, bei 

‘ die Férderungswerte fiir Stoffwechselfragen verwendet 
erden kénnen. 

*) Vgl. besonders O. Frank, Thermodynamik d. Muskels. Ergebn. 

Physiol., Bd. III, 2, S. 348f. 
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iiuBere Arbeit geleistet wird. Bei der isotonischen Zuckung 
dagegen wird in der ersten Phase — in der Systole — ein 
Teil der chemischen Energie in ’ufere mechanische Arbeit um- 
gesetzt, aber wiihrend der Diastole in Form von Warme dem 
Muskel zuriickerstattet, da in dieser Zeit die Arbeit wieder 
vollstindig vernichtet wird; dabei wachst im Bereich der nahezu 
maximalen Reize ZuckungshOhe und Warmebildung propor- 
tional.!) Bei der «natiirlichen» Zuckung (Uberlastungszuckung 
endlich bildet sich wahrend der isometrischen Phase zwar nur 
Wiirme, wiihrend der isotonischen aber auch aubere Arbeit: 
es besteht also ein sehr kompliziertes Abhingigkeitsverhiiltnis 

Wenn ich im folgenden diese Verhiltnisse vom quer- 
getreiften Muske! ohne weiteres auf den Herzmuskel tbertrage. 
so bin ich mir des Hypothetischen dieses Vorgehens dabei be- 
wubt. Vielleicht wird es mir in Zukunft noch méglich sein. 
diese Annahme experimentell zu stitzen. 

Untersuchen wir fiir die oben gegebene Fragestellung 
zunichst die natiirliche Form der Herzkontraktion gegen 
einen Uberdruck von ca. 80 mm Hg, so geben die erhaltenen 
Pulsvolumina zwar einen annihernd richtigen Ausdruck fiir die 
bleibende aéuBere Arbeit wahrend des isotonischen Teiles der Kon- 
traktion, aber sie stehen in keinem Verhiiltnis zu der Summe de! 
fiir die Gesamtkontraktion freigewordenen chemischen Energie: 
denn fiir den ersten Teil der Kontraktion, den isometrischen, is! 
ebenfalls eine gewisse, unbekannte Menge chemischer Energie 
als Wiirme frei geworden. Nehmen wir nun z. B. an, die 
Kraft des Herzens habe nachgelassen, so dafh es zwar noch 
die isometrische Kontraktion ausfiihren kann, aber gegen den 
systolischen Uberdruck keinen Puls mehr zu liefern vermag, so 
wiire die an dem Pulsvolumen gemessene Arbeit gleich Null. 
und trotzdem wiirde eine eventuell erhebliche Menge chemischer 
Energie frei fiir die isometrische Zuckung. Bei der Verwendung 
der Uberlastungszuckung wiirden die erhaltenen Zahlen somi! 
nur zu einem unbekannten Bruchteil der gesamten Energic- 

') Vgl. St6érring, Arch. f. Physiol., 1895, S. 508, und v. Frey 
Handbuch der Physiologie von W. Nagel, Bd. IV, S. 487. 
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wandlung in Relation stehen, aber keine Proportion mit ihrer 
~umme aufweisen. 

Der oben gestellten Forderung kann meines Er- 
achtens dagegen theoretisch nur die rein isotonische 
Zuckung des Herzens bei méglichst geringer Anfangs- 
spannung gentigen. Denn im Gegensatz zur «natiirlichen» 
Zuckung wird auch die geringste Kontraktion des Muskels ein 
Pulsvolumen liefern. Man wird annehmen diirfen, dal, wie 
beim quergestreiften Muskel, so auch hier Zuckungshohe und 
\\‘irmebildung in Proportion zueinander stehen; Schwankungen 
der Zuckungshodhe missen daher in der Norm von _propor- 
tionalen Schwankungen des Arbeitsumsatzes begleitet sein. Da 
der Herzmuskel nicht ermiidet, so werden wir weiterhin er- 
warten diirfen, daf das Verhiltnis von chemischer Energie- 
vandlung und ZuckungsgrOfe, der Wirkungsgrad der Muskel- 
maschine, gleich bleibt. 

Dieser theoretischen Forderung labt sich aber praktisch 
nicht véllig geniigen, wenn es sich, wie bei Stoffwechselunter- 
-uchungen, um die Sammlung der bei gleichem Druck ge- 
‘Orderten Pulsvolumina handelt; denn durch Einschaltung von 
Ventilen fiihrt man Widersténde ein, die aus der isotonischen 
Zuckung, wie oben ausgefiihrt, eine auxotonische machen; die 
einzelne Zuckung findet also gegen steigenden Widerstand statt. 
Aber auch fiir auxotonische Zuckungen gilt der Satz, daB die 
geringste Kontraktion schon ein Pulsvolumen schafft, nur fehlt 
die strenge Proportion zwischen Pulsveolumen und Arbeits- 
umsatz; der Arbeitsumsatz wird schneller steigen miissen als 
das Pulsvolumen. Wie groB diese Proportionsverschiebung aber 
st, wird fiir die einzelne Anordnung nur das Experiment lehren 
konnen. Dies gilt sowohl fiir meine Untersuchungen mit ver- 
breiterten Ventilen (Vers. 84—96), als auch fiir die mit zu 
engen Ventilen ausgefiihrten (Vers. 64—83). 

Was ich also in Proportion setzen zu k6énnen glaube, 
st der Arbeitsumsatz und das Pulsvolumen der einzelnen 
Herzkontraktionen bei gleichbleibendem Druck. Doch liegen 
‘ie Verhaltnisse fiir die Gesamtenergiewandlung und den Arbeits- 
ellekt leider weit komplizierter: 

13* 
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1. Der Arbeitseffekt ist die Summe aller wihrend der 
Systolen geleisteten Arbeit in der Zeiteinheit und somit von 
der Frequenz in hohem Grade abhiingig. Nun ist aber bei 
mittlerer Pulszahl der Arbeitseffekt der giinstigste: nicht nur 
bei fallender nimmt er ab, sondern auch bei steigender, weil 
die diastolische Fillung immer ungeniigender wird (Frank')). 
Es kann auch am iiberlebenden Herzen soweit kommen, daj} 
bei hoher Frequenz der Arbeitseffekt geringer ist als vorher. 
Somit ist ein Vergleich zweier Leistungsreihen nur 
moéglich, wenn die Pulsfrequenz gleich grof ge- 
blieben ist. 

2. Die Gesamtenergiewandlung des Herzens besteht neben 
dem Arbeitsumsatz auch noch aus dem Grundumsatz des 
ruhenden Muskels. Daher kénnte der Arbeitseffekt zum er- 
schlossenen Kalorienverbrauch nur in direkter Proportion stehen, 
wenn der Grundumsatz sich stets parallel dem Arbeitsumsatz 
veriinderte. Da wir diese Annahme nicht machen diirfen, so 
werden wir auch keine Proportion erwarten kénnen. Da wir 
anderseits aber wohl ein Recht haben, keine grofen Schwan- 
kungen des Grundumsatzes in der Norm anzunehmen, so wird 
man doch wohl gleichsinnige Anderungen des Arbeitseffektes 
und des Kalorienverbrauches erwarten diirfen. Regeln wird 
man allerdings hier nur aus der experimentellen Erfahrung auf- 
stellen k6nnen. 

Sollen also die Bedingungen fiir meinen Apparat priizi- 
siert werden, unter denen ein Vergleich der erhaltenen For- 
derungswerte mit der gleichzeitig gewonnenen chemischen 
Energiewandlung erlaubt ist, so kann man folgendes sagen: 
das Herz muf unter auxotonischen — am besten unter mog- 
lichst angeniihert isotonischen — Verhiltnissen arbeiten, die 
ForderungsgrOfen diirfen nur um ein geringes voneinander diffe- 
rieren (10—20°/0) und die Pulsfrequenz darf nicht um wesent- 
liche Werte sich iindern. Sind diese Bedingungen erfiillt, so 
wird man normalerweise erwarten diirfen, daf Schwankungen 
der einen Reihe gleichsinnige Anderungen der anderen zur 


') Q. Frank, Zeitschr. f. Biol., Bd. XLI. 
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Folge haben werden. Treten also unter Einwirkung eines Agens 
Anderungen des Energiewechsels ein ohne gleichsinnige An- 
derungen der Forderungsgr6fe, so wird man an eine primire 
Stoffwechselwirkung denken diirfen. 


Der Respirationsapparat. 


Es existieren bisher weder fiir das Herz noch fiir andere 
Organe Apparate, die es erlauben, ihren Gesamtstoffwechsel, 
sei es im Korper selbst — was natiirlich die idealste For- 
derung ware —, sei es im tiberlebenden Zustand, zu bestimmen. 
Speziell fiir das Herz hat man bisher nur entweder den Gas- 
wechsel (Barcroft und Dixon!)) oder den Verbrauch an 
Traubenzucker (Joh. Miiller,?) Locke und Rosenheim’)) zu 
bestimmen gesucht. 

Die altesten derartigen Experimente stammen von Yeo, ‘) 
der am Froschherzen mit dem Spektroskop die Zeit feststellte, 
die eine im Vorhof eingeschlossene Himoglobinlésung braucht, 
um reduziert zu werden; die Reduktion im arbeitenden Herzen 
fand er auf diese Weise 6mal so schnell vor sich gehend als 
im ruhenden. 

Barcroft und Dixon®) arbeiteten an Herzen, welche 
nach der Methode von Heymans und Kochmann von einem 
andern Tier aus durchblutet wurden. Proben des Blutes wurden 
entnommen und auf Kohlensaure und Sauerstoff analysiert und 
die Werte auf die gemessene Menge des Durchflusses berechnet. 

So wertvolle Resultate diese Untersuchungen auch ge- 
zeitigt haben, tiber den Gesamtstoffwechsel kinnen sie schon 
deswegen keine Auskunft geben, weil die Methode nie Kohlen- 
siure und Sauerstoff wahrend langerer Zeitperioden vollstindig 
zi bestimmen erlaubt. Denn es ist nur moglich, Stichproben 
zi machen, welche zwar die Richtung der Verinderung er- 

’) Barcroft und Dixon, Journal of physiol., Bd. XXXV, S. 182. 

*) Johannes Miiller, Zeitschr. f. allgem. Physiol., Bd. Ill, S. 282. 

*) Locke und Rosenheim, Journal of physiol., Bd. XXXVI, S. 208. 

*) Yeo, Journal of physiol., Bd. VI, S. 93. 

*) Heymans u. Kochmann, Arch. Pharm. et de Thérapie, Bd. XIII, 

O14, 1904, ‘ 
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kennen lassen, aber keine sicheren quantitativen Aufschliisse 
geben kinnen; denn die Kohlenséureausscheidung geht, wie 
die Autoren selbst angeben, nicht unmittelbar der Sauerstoff- 
aufnahme parallel. So darf man sich nicht wundern, wenn 
besonders zu Zeiten eines sich veridndernden Stoffwechsels die 
Ausrechnung des respiratorischen Quotienten ganz unmdgliche 
Werte ergibt. Da bei den geringen Blutmengen sich auch eine 
direkte Analyse der Nihrstoffe im Blut, etwa die des Zuckers. 
verbietet, so lassen sich aus diesen Untersuchungen Uber dic 
Natur der verbrannten Nahrungsstoffe keine sicheren Schliisse 
ziehen. 

Den Zuckerstoffwechsel des Herzens an der Grodfe des 
verbrannten Zuckers zu messen, beabsichtigten die unabhiingig 
von einander gemachten Experimente von Locke und Rosen- 
heim und von Johannes Miller. Beide durchstrémten mit 
Lockescher Lésung; Johannes Miller mit einem modili- 
zierten Langendorffschen Apparat, Locke mit einer auto- 
matisch funktionierenden Zirkulationseinrichtung. Bei beiden 
ergab sich ein ganz unzweifelhafter Verbrauch von Zucke: 
und zwar war er am stillstehenden Herzen geringer als ain 
arbeitenden. 

Locke und Rosenheim bedienten sich folgender Kinrichtung 
Von einem Reservoir flieft die Nahrldsung (Lockesche Lésung) dur 
eine Wirmschlange in die Herzkaniile und passiert genau wie in de: 
alten Langendorffschen Anordnung die Coronararterien; das Herz 
steckt in einer luftdicht geschlossenen Glastube, an die sich nach unten 
eine Réhre anschlieft, die zweimal rechtwinklig gebogen wieder nach 
oben ins Reservoir zurickfiihrt. Die vom Herzen abtropfende Fliissigkei! 
fillt also in diese gebogene Réhre und wiirde sich schlieflich soweil an- 
sammeln, dafs sie in der riickleitenden Réhre in die Héhe des Reservoirs 
zu stehen kame; diese Stagnation wird aber verhindert durch die sinn- 
reiche Benutzung eines Sauerstoffstromes, der in diese Riickflufréhre von 
unten durch eine kleine Spitze eingeblasen wird. Durch passende Weit: 
des Rohres wird es so bewirkt, daf’ der Sauerstoffstrom die Nahrlisuny 
hinauf in das Reservoir zuriicktreibt. 


In eigenen Versuchen, die ich nach der Methode von 
Locke und Rosenheim vor Ausbildung meiner eigenen Me- 
thodik unternahm, war die Gréfe des Zuckerstoffwechsels von 
Katzenherzen eine tiberraschend gleichmahige: in Versuche.) 
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von 2—8 Stunden Dauer erwies sich der Stundenverbrauch 
zwischen 17—25 mg Glykose schwankend. Die Kohlensaure- 
werte, die ich nach der Pettenkoferschen Methode erhielt, 
stimmten jedoch nie genau mit dem Zuckerverbrauch tiberein, 
sondern waren meist etwas hoher. 

Die auffallende Gleichmaigkeit der Zuckerverbrennung 
legte den Gedanken nahe, ob nicht die Eigenart der Methodik 
diese Resultate bedingen koénnte. 

Ein in die Augen springender Mifistand!) des Lockeschen 
Apparates ist der geringe Druck, unter dem die Nihriliissigkeit 
in die Coronararterie einflieBt; dieser ist abhangig von der 
Stirke des Sauerstoffstroms, dessen Stiirke aber nicht wesent- 
lich gesteigert werden kann, ohne zu tibermiibiger Schaum- 
hildung AnlaB zu geben. 

Infolgedessen ist der Durchflu8 und damit das Sauer- 
stoffangebot fiir das Herz zu gering. Dieser Punkt scheint 
mir den wesentlichsten Fehler des Lockeschen Apparates zu 
bezeichnen. 

Mit der Kenntnis der Durchflufgréf8e labt sich ja leicht 
die Menge Sauerstoff berechnen, die dem Herzen fiir seine Zer- 
setzungsprozesse im Maximum zur Verfiigung steht. Und zwar 
gestaltet sich die Rechnung sehr einfach so: Die Beobachtung 
‘ehrte, daf die Durchfluimenge ca. 600—1000 ccm Ringer- 
losung pro Stunde betrug. Da der Sauerstoff-Absorptions- 
koeffizient fiir Plasma bei37° und 760 mm Hg = 0,023 ist, 
so kénnen wir also erwarten, dag in den in einer Stunde 
durchs Herz geflossenen 600—1000 ccm Nahrlésung nur 13,8 
bis 23 cem Sauerstoff (= 11,3-—19,0 ccm bei 0° und 760 mm 
Hg) absorbiert sind. In der Annahme, das Herz hatte allen 
diesen Sauerstoff verbraucht, kénnen wir die Menge Zucker 
verechnen, die mit dieser Sauerstoffmenge zu Kohlensaure 
und Wasser zersetzt werden konnte; sie betriigt 15,3 bis 
2) mg. 

Diese Berechnung zeigt in iiberraschender Weise, dah 

') Fiir Lockes Untersuchungen geniigte diese Anordnung iibrigens 


rolikommen; nur die von mir gestellte Forderung méglichst maximaler 
Lebenstatigkeit liefS sich damit nicht erfillen. ' 
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es an diesem Faktor sehr wahrscheinlich gelegen hat, daf8 nur 
so geringe und immer so gleichmaébige Mengen Zuckers ver- 
brannt worden sind; zu einem grodferen Stoffverbrauch wird 
dem Herzen nicht die geniigende Menge Sauerstoff geliefert. 
Vorversuche mit erhéhtem DurchfluB lieben sofort ein gianzlich 
geiindertes Bild der Verbrennungsprozesse erkennen; der Zucker- 
verbrauch ging unter Umstianden stark in die Hohe; dabei 
wurde aber noch betrachtlich mehr Kohlensaure ausgeschieden. 
als dem verbrannten Zucker entsprach. Es muften demnacl 
noch andere Substanzen neben dem Zucker verbrannt sein. 
Sollten die erhaltenen Resultate nicht ganz liicken- 
haft bleiben in ihrer Ausdeutbarkeit, so zwangen 
diese Feststellungen dazu, auch fiir den Sauerstoff- 
verbrauch eine quantitative Bestimmungsmethode aus- 
zuarbeiten, um aus dem erhaltenen respiratorischen Quo- 
tienten Riickschliisse auf die Natur der verbrannten Korpe1 


ziehen zu konnen. 


Beschreibung des Apparates (vgl. Fig. 2). 


Vor der Detailbeschreibung mag eine kurze Ubersicht iiber 
das Wesentliche der getroffenen Anordnung gegeben werden: 

Dem alten Langendorffschen Verfahren ist die Art der 
Speisung mit Nahrldsung durch die Coronararterien von de! 
Aorta aus entnommen; durch Aufstellung des Reservoirs 1 m 
liber dem Herzen wird ein gleichmabiger Druck erzeugt, der rhyth- 
misch noch in der Diastole verstaérkt werden kann. Die Fliissig- 
keit tritt gleichmiéfig erwairmt in die Coronararterien, flieBt ab 
aus dem rechten Herzen, wird abgekiihlt und durch eine Pumpe 
ins Reservoir zuriickgefiihrt. In der Pumpenréhre wird neben 
der Niahrlésung noch Sauerstoff mitgerissen; dieser ersetzt dic 
Menge Sauerstoff, die das Herz der Nihrlésung entnommen 
hat, und siittigt sie somit wieder. Gleichzeitig treibt er die vor 
Herzen gebildete Kohlensiure aus der Fliissigkeit aus. Diese! 
Teil des Apparates stellt also die Lunge des Kreislaufes dav. 
Der Sauerstoff wird nun nicht in die Atmosphire getrieben 
wie etwa bei dem Lockeschen Apparat, sondern kehrt nac!: 
Abgabe der aufgenommenen Kohlensiéure an Barytlauge zum 
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Anfangsteil der Pumpenrohre zuriick. Die beiden Systeme bilden 
also zwei geschlossene Kreise, die sich in der Pumpenrohre 
vereinigen. Die Messung des vom Herzen verbrauchten Sauer- 
stoffs erfolgt volumetrisch aus der Abnahme der Sauerstoffmenge. 
Der Apparat besteht 
nun in der Form, wie (ARE 
er mir zum Studium des | Z It 
Stoffwechsels von | hot | 
Katzenherzen _ diente, | —, 
aus folgenden Teilen Y Eiokarymaanet 
(vgl. Fig. 2). : | 
Zuoberst befindet sich = 
das Reservoir fiir die | | 
Nihrlésung; es besteht a l) 
aus einer 500 ccm fas- a a | “nase 
senden _zylindrischen | la 
Glasflasche mit 3 Tu- | 7 
buli oben und einem 
am unteren Rande. In 1 | ¢ SAN denko 
den oberen drei Tubuli ia | 
stecken: erstens das 


wb pinat 
Rohr, welches von der \ f, 
Pumpe her die Nihr- ff 
ljsung zurtickfiihrt, z Fig. 2. 
zweitens ein Thermo- Respirationsapparat fiir das iiberlebende Warm- 
meter, das auf dem blaterherz. 


Boden des Gefifes steht und 0,2° C. abzulesen erlaubt, und 
drittens ein Glasrohraufsatz, in dem ein Thermometer steckt, 
an welchem 0,1° C. abgelesen werden kann; von diesem Auf- 
satz gehen zwei diinne Glasréhren ab, eine (a) nach einer kleinen 
leeren Waschflasche von 100 ccm Inhalt als Vorlage, um eventuell 
Schaum abzufangen, eine andere (b) in direkter Richtung zum 
MefgefaB, in welches vom Herzen die Fliissigkeit abtropft. 
Von dem unteren Tubulus der Reservoirflasche geht ein 
Glasrohr hinab zum Herzen; es geht bald in ein erweitertes 
‘ohr tiber, dessen unteres Ende sich wieder verjiingt, und 
das in seinem unteren Ende Glaswolle enthilt, durch die die 
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Nihrlésung filtriert wird. Dann folgen zwei tbereinander ge- 
ordnete Schlitzventile von Glas, bespannt mit doppelter Lage 
von Goldschliigerhaut, zwischen denen seitwarts ein distal ge- 
schlossener Gummischlauch von 6 mm Durchmesser abgeht. 
Der Gummischlauch liegt unter dem Hebelarm eines kleinen 
Elektromagneten. Liiuft ein elektrischer Strom durch dessen 
Windungen und wird der metallische Hebelarm herabgezogen, 
so preBbt er den Gummischlauch zusammen und erteilt der 
durch die Schlitzventile herabflieBenden Fliissigkeit einen Antrieb. 

Der Elektromagnet, gebaut von Fr. Runne-Heidelberg, 
hat folgende Form: Zwei aufrecht nebeneinander stehende 
Spulen von 3,5 cm Durchmesser und 5,5 cm Hohe enthalten 
gut ausgegliihte Eisenkerne; iiber ihnen ist beweglich ein metal- 
lener Hebelarm angebracht. Vorne liegt er mit einer Verbreite- 
rung auf dem Gummischlauch auf, dem als Unterlage seiner- 
seits eine kleine Metallgabel dient; diese Gabel ist mittels einer 
Schraube in der Hohe verschieblich, sodaf also der Gummi- 
schlauch mehr oder weniger an den Hebelarm angeprebt werden 
kann. Wirkt nun der Elektromagnet und zieht den Hebelarm 
an, so kann die Pressung des Gummischlauches leicht durch 
die Schraube der Unterlage variiert werden. 

In Tétigkeit gesetzt wird der Elektromagnet durch das 
Herz selbst und zwar so, dafi die rhythmische Druckverstiirkung 
nur erfolgt, wenn das Herz in Diastole ist. Erreicht wird dies 
durch einen Quecksilberkontakt, der vom Schreibhebel des 
Leistungsmessers isochron derartig unterbrochen wird, daf die 
Unterbrechung auf die Systole, die Schliefbung des Stromes 
auf den Beginn der Diastole fallt. Es erwies sich diese Vor- 
richtung als notig, weil auch bei einem Druck von 100 cm 
Wasser die DurchstrOmungsgeschwindigkeit der Nihrlésung 
durch das Herz oft so schnell abnahm, da® die Aktion des 
Herzens stark vermindert wurde; da von einer Vermehrung 
des dauernden Drucks nicht viel zu erwarten war, so wurde 
zu diesem Hilfsmittel gegriffen, das sich gut bewiéhrt hat. Die 
Maximalleistung der Pumpe betragt 130 mm Quecksilber. 

Dicht unter dem unteren Ventil beginnt ein Schlangen- 
rohr, das durch ein gentigend grofes Wasserbassin von 37° U. 
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Temperatur (Toluolregulator) zieht; es wird dadurch eine gleich- 
miBbige Erwarmung der Nihrlésung auf 37° garantiert. 

Unterhalb des Wasserbassins tritt die ROhre in den Luft- 
kasten des alten Langendorffschen Apparates ein.') Die 
emperatur seines Wassers betragt genau 38° (Toluolregulator). 
In dem Luftkasten befindet sich das Herz, eingeschlossen in 
eine weite Glasréhre von 5 cm Durchmesser und 10 cm Liinge 
wie im Lockeschen Apparat. Diese Glasréhre ist oben von 
einem dreifach durchbohrten Gummistopfen luftdicht geschlossen 
und verjiingt sich unten zu einer Rohre von 1 cm Durchmesser. 

Die von oben her in den Luftkasten eintretende Glas- 
rOhre passiert, bevor sie an das Herz herankommt, noch einen 
Schaumfiinger; dieser ist nétig, weil die auf ca. 15° C. abge- 
kiihlte Nahrl6sung bei der Krwarmung auf 37° in der oben 
genannten Wirmeschlange eine betrachtliche Menge Sauerstoff 
in Blasenform wieder abgibt. Er besteht aus einer kugelfoér- 
migen Erweiterung der Rohre, deren Form aus der Abbildung 
ersichtlich ist. Nach unten geht die Rohre direkt zur Herz- 
kaniile weiter, seitwarts eine andere in den Behalter des Herzens, 
die dem Ablassen des Schaumes dient. 

An den Schaumfainger nach unten ist also die Herz- 
kanule angeschlossen, die seitwarts ein Thermometer tragt. 
Sie geht durch die mittlere Bohrung des Gummistopfens und 
wird in die Aorta des Herzens eingefitihrt. Durch das dritte 
Loch des Gummistopfens fiihrt die R6hre der Herzsonde des 
oben beschriebenen Leistungsmessers. 

Die Rohre, in der das Herz hingt, tritt in ihrem ver- 
jingten Teil aus dem Luftkasten heraus; sie geht direkt tiber 
in einen Wasserktihler mit 12 Windungen. Die Rohre hat, 
bevor sie in den Kiihler eintritt, eine kleine kugelige Auftreibung 
und seitwarts einen Rohrenansatz (c). Die Zahl der Windungen 
des Kihlers ist so grof gewiéhlt, um eine starke Abkihlung 
der vom Herzen abtropfenden Fliissigkeit auf 12—15° zu er- 
moglichen. 

Die untere ROhre des Kitihlers steckt in dem dreifach 
durchbohrten Gummistopfen eines Mefzylinders (M), der die 


') Gottlieb u. Magnus, l. ¢. 
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GroBe des Durchflusses der Nahrlosung zu bestimmen erlaubt. 
Vom Boden des Mefzylinders (Fassungsraum 40 ccm, Einteilung 
in 0,5 ccm) gehen zwei Rohren ab, eine nach unten als Ablauf, 
die durch Gummirohr und Klemme geschlossen ist, die zweite 
seitlich hinaufziehend zur Pumpe. Die beiden GlasrGdhren, die 
neben der KiihlerrOhre noch in den Mefzylinder fiihren, werden 
erst weiter unten in ihrem weiteren Verlauf beschrieben werden. 

Die Pumpe besteht ahnlich wie beim Elektromagneten 
aus zwei Schlitzventilen, die aber gréBere Offnungen besitzen 
und mit diinnem Gummi bespannt sind; an dem seitlich ab- 
gehenden Rohr ist ein kraftiger Gummischlauch von 10 mm 
lichter Weite angebracht; er wird rhythmisch komprimiert durch 
eine einfache Hebelpumpe, die durch eine Wasserturbine ge- 
trieben wird. Alle Rohren um die Ventile sind so eng als 
moglich gemacht und das Ganze auf mdglichst kleine Dimen- 
sionen gebracht, um unndtige Schaumbildung zu vermeiden 
und auch das Fliissigkeitsquantum, das stets in der Pumpe 
zuriickbleibt, méglichst gering zu machen. Von der Pumpe 
zieht eine Roéhre nach dem einen Tubulus des Glasreservoirs. 

Eine diinne Verbindungsroéhre (b) vom Glasansatz des Re- 
servoirs abzweigend fiibrt zum MeBzylinder und tragt am 
unteren Teil eine Klemme (Kl) an einem Gummiverbindungs- 
stiick. Sie dient dazu, um Druckschwankungen zwischen Re- 
servoir und dem unteren Teil des Apparates auszugleichen, 
wenn eine Ablesung des Sauerstoffverbrauches vorgenommen 
werden soll. Oberhalb der Klemme geht ein Rohr seitwarts 
ab zur Sauerstoffpumpe; es ist ebenfalls verschlieBbar. Bevor 
diese Verbindungsréhre durch den Gummistopfen in den Meb- 
zvlinder (M) tritt, tragt sie seitlich dicht angeschlossen ein 
kleineres 20 ccm fassendes Mefzylinderchen (QO), das zum Zu- 
lassen von Agenzien dient ohne Offnung des Systems. 

Zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauches dachte ich 
anfiinglich an eine Messung des in den Apparat eintretenden 
und austretenden Sauerstoffs, wie es ja bei den gebrauchlichen 
Respirationsapparaten fiir den Menschen geschieht. Jedoch 
erschien dies bald unmdéglich wegen des zu geringen Ver- 
brauches; bei einem Durchstrémen von 3—# Litern in der 
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Stunde und einem Verbrauch von ca. 30 ccm arbeiten die Gas- 
uhren natiirlich nicht mehr genau genug, um Bruchteile eines 
Kubikzentimeters erkennen zu lassen. Auch die Gasanalyse 
der vom Herzen abtropfenden Ringerlésung, wie sie anschei- 
nend Brodi und Cullis!) versucht haben, hiitte weder geniigend 
genaue noch ausgedehnte Untersuchungen erlaubt; es hatte 
sich derselbe Mifstand ergeben wie bei den Durchblutungs- 
versuchen von Barcroft und Dixon: eine Unvergleichbarkeit 
der Kohlensiéure- und Sauerstoffwerte. 

L&ft man jedoch den Sauerstoff, wie ich es oben skizziert 
habe, den Apparat nicht verlassen, sondern in einem luftdicht 
geschlossenen Rohrensystem zirkulieren, wobei er sich stets 
wieder der aufgenommenen Kohlensiure zu entledigen Gelegen- 
heit hat,?) so kann man leicht an seiner Volumabnahme den 
Sauerstoffverbrauch des Herzens messen. Die Volumabnahme 
messe ich nun mittels eines kleinen Spirometers, zu dem eine 
100 cem-Biirette leicht umgewandelt werden konnte; sie dient 
gleichermafen als Sauerstoffreservoir, aus dem sich der Sauer- 
stoffvorrat des ganzen Apparates erganzt. 

Der Spirometer (Sp) besteht also aus einer umgekehrt 
aufgehaingten Biirette, die in einen hohen Standzylinder mit 
Wasser eintaucht; durch dieses Wasser perlt langsam Sauer- 
stoff, um es stets damit gesiittigt zu halten und von dieser 
Seite eine Absorption des Sauerstoffs, der im Apparat ist, zu 
verhindern. Die Biirette haingt —- wie bei jedem Spirometer — 
an einem Rad, an dem das Gegengewicht nicht auch tber 
den gré8ten Umfang liuft wie die Biirettenschnur, sondern 
liber einen spiralig sich verengernden Radkranz. Dadurch wird 
bewirkt, daB die Biirette bei jedem Stand im Wasser aus- 
balanciert ist. Verfertigt wurde das Rad von Fr. Runne. 

Von dem oberen Biirettenende fiihrt ein Schlauch an 
eine Glasréhre heran, die das Reservoir mit dem Mefzylinder 
unterhalb des Herzens verbindet; an diese selbe Glasrohre an- 
geschlossen ist hier auch ein Wassermanometer angebracht. 

Wie oben erwiahnt, fiihrt diese Glasrdhre (a) vom Re- 


‘) Barcroft, Ergebn. d. Physiol., Bd. VII, S. 723. 
*) Also analog dem Reignault-Reisetschen Prinzip. 














202 Erwin Rohde, 


servoir aus zuerst zu einer leeren Waschflasche, sodann aber 
zu einer mit 150 ccm !/10 Normal-Barytlauge gefiillten gréferen 
Waschflasche, in der die Kohlensiure absorbiert wird, und 
dann weiter neben dem Spirometer vorbei zum Mefzylinder. 
Vor dem Eintritt in diesen sorgt noch eine Rohrenverbindung (c) 
mit dem oben beschriebenen Kiihler dafiir, dai am Herzen 
kein negativer Druck durch die abstrOmende Nihrlosung ent- 
stehen kann. 

sefindet sich nun also das Herz an der Kaniile, so 
finden folgende Kreisprozesse in dem Apparate statt: 

Im Reservoir sind ca. 100 eem Nahrlésung von 12—14° C., 
die in demselben Mafie, wie sie nach unten auf dem beschrie- 
benen Wege durchs Herz abflieSt, durch die Pumpe Ersatz 
bekommt, sich also stets auf dem gleichen Niveau _befindet. 
Die nach dem Herzen strémende Fliissigkeit kommt mit einem 
Druck von ca. 80 mm Quecksilber in die Aorta, wozu sich 
noch die rhythmische Verstiirkung durch die Pumpenwirkung 
des Elektromagneten hinzugesellt. Auf dem Wege durch die 
Wiirmeschlange hat sie sich auf 37°C. erwarmt; wahrend 
des Versuches findet nur ein ganz geringfiigiges Schwanken 
um wenige (,1° statt. 

Die vom Herzen abtropfende Fliissigkeit wird gleichmabig 
stark abgekiihlt auf ca. 12—14°, fallt in den Mefzylinder und 
wird durch die Pumpe zuriickgefiihrt ins Reservoir. Durch 
die starke Abktihlung wird bewirkt, daB in der Pumpe und 
im Reservoir Niéhrlé6sung und Sauerstoff stets dieselben Tempe- 
raturen haben mit Schwankungen von weniger als !/2°. 

Die Pumpe bringt gleichzeitig auch den Sauerstoff in 
Zirkulation und zwar ist er bei geschlossener Klemme (KI) des 
direkten Verbindungsrohres (a) gezwungen, durch die Baryt- 
lauge zu gehen und dort seine Kohlensi&ure abzugeben. Wenn 
er also wieder in der Pumpe mit der Nahrl6sung in Beriihrung 
tritt, vermag er wieder Kohlensiure aufzunehmen. 

Gang des Versuches: Man braucht fiir den Versuch 
ca. 1—2 Stunden Vorbereitungszeit. Zuerst wird der Apparat 
mit 96°/oigem Alkohol ausgewaschen; dann wird dieser wieder 
mit 2 Liter sterilem Wasser weggespiilt. Es ist diese Des- 
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infektion noétig, wenn man mit zuckerhaltigen NahrlOsungen 
arbeitet, will man nicht fiirchten, die Resultate durch Bakterien- 
wirkung beeinfluBt zu sehen. 

Ist aller Alkohol ausgewaschen, so wird das sterile Wasser 
durch frisch bereitete, méglichst sterile Naihrlésung (Lockesche 
Lésung) verdrangt. 

Die Verdringung erfolgt mit zirka einem Liter dadurch, dafs je 
100 ccm nacheinander den ganzen Apparat durchfliehen. Dann wird das 
Reservoir ganz mit Nahrlisung gefiillt und diese mit Sauerstoff gesittigt. 
Zu diesem Zwecke wird der ganze Apparat geschlossen wie zu einem 
Versuch und seitwarts bei der Réhre aus der Bombe ein lebhafter Sauer- 
stoffstrom eingeblasen. Die Nahrlésung zirkuliert dabei und wird auf 
ihrem Wege durch das Pumpenrohr mit Sauerstoff gesittigt. Der Sauer- 
stoff blast durch die Biirette ab. Erkennt man nach 5—10 Minuten, daf 
reiner Sauerstoff den Apparat verlafM, so stellt man den Sauerstoffstrom 
und die Pumpe ab und nimmt den Gummistopfen mit der Herzkaniile 
heraus, um diese in die Aorta des Herzens einzubinden. 

Mit Hilfe einer Assistenz kann unterdessen das Tier 
(Katze oder Kaninchen) soweit pripariert sein, da’ die Off- 
nung des Brustkorbes erfolgt. Die Préparation besteht in Aus- 
bluten und Ausspiilen des Organismus mit physiologischer 
Kochsalzlésung in der von Langendorff angegebenen Weise. 

Nach Freilegung des Herzens und Anschlingung der Aorta 
descendens fiihrt man nun zuerst die mit Wasser gefiillte Herz- 
sonde (vgl. S. 184) ein, natiirlich mit kollabiertem Ballon, und 
zwar durch das aufgeschnittene linke Herzohr in den Ventrikel. 
An dem Herzohr wird sie mit einem Faden angeschlungen. 
Darauf erfolgt die Kinfiihrung der Aortenkaniile in der iiblichen 
Weise, ebenso die Abtrennung des Herzens. 

Der Gummistopfen mit dem stillstehenden Herzen wird 
nun in den Apparat eingesetzt, die Gummiverbindungen her- 
gestellt und eine vorsichtige Aussptilung des Herzens begonnen. 
Dabei darf man nicht vergessen, nun bei geschlossener Klem- 
me (KI) einen leisen Sauerstoffstrom durch das Reservoir gehen 
zu lassen, um ein Zuriicksteigen der Barytlauge zu verhindern. 

Sofort nach der Verbindung der Herzsonde mit dem 
Leistungsmesser erfolgen gewohnlich kriftige Kontraktionen 
mit erheblicher Férderung; sie geben die GewiSheit der rich- 
tigen Sondeneinfiihrung. 
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Die Ausspiilung erfolgt 10—15 Minuten lang, bis noch 
ca. 200—250 ecm der Niahrldsung tbrig bleiben; mit dieser 
Menge wird der Versuch dann fortgesetzt. Man schlieft das 
AbfluBrohr, setzt die Pumpe in Gang und sperrt den Sauer- 
stoffstrom ab; der Elektromagnet kann schon wihrend der 
Aussptilung in Tatigkeit gesetzt werden. 

Die Regelung des Durchflusses durch den Elektro- 
magneten erfordert einige Worte: es erschien a priori méglich, 
durch rhythmische Steigerung des Druckes vermittelst des 
Elektromagneten den Durchflu8 ohne Schadigung des Herzens 
um ein beliebiges zu steigern; da stellte sich aber oft bei 
einer solchen Steigerung eine merkwiirdige Einwirkung auf 
das Herz heraus, die zweifellos von der zu grofBen Erhéhung 
des Druckes herriihrte; die Herzkontraktionen nahmen an Stirke 
deutlich ab und erholten sich erst, wenn der Druck wieder 
vermindert wurde (vgl. Fig. 3). Es scheint dieselbe Erscheinung 
zu sein, wie sie ganz neuerdings von Popielski!) am Kaninchen- 
herzen beobachtet ist; die Herzen zeigen dabei deutlich ver- 
schiedene Empfindlichkeit. 

Nun lag ja die Gefahr nahe, dafi dann kein geniigend 
grofer DurchflubB, also auch kein geniigendes Sauerstoffangebot 
garantiert werden kénnte; jedoch ist mir bisher nie ein solcher 
Fall vorgekommen. Vielmehr hat die Niahrlésung, wie eine 
Berechnung aus der Durchflu{menge ergab, stets noch einen 
betriichtlichen Uberschu® an Sauerstoff enthalten. Ein abso- 
lutes Hindernis, geniigenden DurchfluB zu erzwingen, besteht 
also in dieser Reaktion des Warmbliiterherzens nicht, aber 
man mub darauf achten, einerseits den Druck durch den Elektro- 
magneten nur soweit zu erhdhen, als es das Herz ohne Ver- 
kleinerung seiner Kontraktionen vertragen kann, anderseils 
einen so grofen Durchfluf zu behalten, daf ein tiberreichliches 
Sauerstoffangebot stattfindet. Es ist denkbar, dai hie und da 
bei einem Herzen beide Bedingungen nicht erfiillbar sind und 
der Versuch dadurch hinfillig wird; oft wird dieser Fall aber 
zwelfellos nicht eintreten. 

Wie erkennt man nun, ob der Elektromagnet zu stark 


') Popielski, Pfliigers Archiv, Bd. CXXX, S. 375. 
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wirkt? Am einfachsten, indem man den seitlichen AbfluB vom 
Schaumfiinger zur Herzrodhre vorsichtig Offnet; findet bei dem 
dann erfolgenden Druckabfall eine Vergr6éBerung der Herzkon- 
traktionen statt, so arbeitet der Elektromagnet zu stark. Man 
kann nun entweder die Wirkung des Elektromagneten durch 
Senkung der Unterstitzungsgabel abschwiichen, oder aber den 
seitlichen AbfluB soweit offen lassen, dafi stets der optimale 
Druck in der Aorta herrscht; meist geniigt dazu ein langsamer 
Durchtritt von Tropfen; es hat diese dauernde Offnung des seit- 
lichen Rohres auch den groben Vorteil, daB der Schaum dann von 
selbst abgelassen wird, man also keine Embolien zu fiirchten 
hat. Natiirlich muf man bei der Messung der Durchflubgrdbe diese 
Menge abziehen. Man tut gut, sich am Anfang des Versuche- 
Ofters von der richtigen Einstellung dieses Druckes zu tiberzeugen, 
da man sonst ja eine zu kleine Férderung des Herzens bekommt. 

Die Grobe des Durchflusses betrug in den Versuchen 
am Katzenherzen 40—80 cem in 1 Minute und wechselte mit 
der Gréfe der Herzen. 


Bestimmung des Sauerstoffverbrauches. 


Aus der oben gegebenen Beschreibung geht hervor, dai 
der vom Herzen verbrauchte Sauerstoff gleiches Volumen haben 
mul} mit dem in die Biirette eindringenden Wasser. Man mui) 
also mindestens am Anfang und Ende eines Versuches mehrere 
Ablesungen des Wasserstandes in der Biirette machen, um den 
Verbrauch festzustellen. Ein grofer Vorteil besteht weiterhin 
darin, daf man fiir beliebige Zeitintervalle wihrend des Ver- 
suches selbst den Sauerstoffverbrauch messen kann: auf diese 
Weise kann man eine exakte Kurve des Verbrauches erhalten, 
die z. B. Aufschlub tiber die zeitlichen Zusammenhiange zwischen 
den Stoffwechselvorgingen und der im Leistungsmesser ge- 
messenen Tiitigkeit des Herzens geben kann. 

Will man nun den Wasserstand in der Biirette messen, 
so Offmet man zuerst die Klemme (KI) des direkten Verbindung-- 
rohres (b) zwischen Reservoir und Mefzylinder, um den Druck 
im ganzen Apparat in gleiche Héhe zu bringen; denn solang: 
die Klemme geschlossen ist, herrscht im Reservoir ein Uber- 
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druck gegeniiber dem Druck in dem unteren Teil des Apparates, 
wo durch die Aufhiingungsart der Biirette stets der atmo- 
-phiirische Druck garantiert wird. Nach Offnung der Klemme 
sinkt also das Niveau in der birette, aber es tanzt bei jedem 
Pumpenstofh noch um 1—2 cm hin und her. Bei niiherer Be- 
trachtung wird man aber merken, daf} auf diese Wellen sich 
noch andere aufsetzen, die von den durch die Herzkontraktionen 
bedingten Volumschwankungen herrthren; doch sind diese meist 
nicht so grob, dafi sie wesentlich stéren. Vor der Ablesung 
mub man aber noch eine Einstellung der Burette vornehmen: 
da die erhaltenen Sauerstoffwerte auf Atmosphiirendruck be- 
zogen werden miussen, so muf dieser auch genau im Apparat 
herrschen, wenn abgelesen wird. Um dies zu erreichen, ist 
neben der biirette ein Wassermanometer angebracht, dessen 
Siiulen synchron mit dem Pumpengang auf- und abtanzen; man 
kann sofort erkennen, dai jedes Heben oder Senken der Biirette 
eine Verschiebung dieses sehr empfindlichen Manometers her- 
vorruft. Man stelle die Biirette also so ein, dafi die Niveaus 
der beiden Manometerschenkel in gleichem Mafie um den Null- 
punkt schwanken. Erst dann erfolgt die Ablesung des Wasser- 
standes in der Biirette, und zwar liest man an dem oberen 
Stand des Wasserspiegels ab; denn bei der Zusammenpressung 
des Pumpenschlauches wird das Wasser in der biirette nach 
unten gedriingt; wenn sich der Pumpenschlauch wieder aus- 
dehnt, steigt das Niveau auf die Héhe, die es auch bei Ruhig- 
-tellung der Pumpe einnimmt. Man kann also entweder bei 
umpenstillstand ablesen oder bei normalem Gang der Pumpe 
un der oberen Marke, die das Niveau erreicht. Am_ besten 
tut man, bei jeder Ablesung denselben Pumpengang zu wihlen, 
um mdglichst vergleichbare Werte zu erhalten. Mit einiger 
(bung wird man auch die kleinen Schwankungen des Volumens, 
die dureh die Herzkontraktionen bedingt sind, erkennen und 
vericksichtigen kénnen. Die Biirette ergreife man mit einer 
Zange, um sie nicht zu erwarmen. 

Darauf wird die Klemme (K1) wieder geschlossen und der 
Sauerstoffstrom nimmt nun wieder seinen alten Lauf durch die 
barytflasehe. 

14* 
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Zur Berechnung der Sauerstoffmenge gehort aber neben 
der Kenntnis des Volumens und des Drucks auch die der Tem- 
peratur; darum miissen gleichzeitig mit jeder Sauerstoffbestim- 
mung auch zwei Temperaturablesungen notiert werden, und 
zwar die Temperatur der Niihrldsung und des Sauerstoffs im 
teservolr. 

Korrekturen fiir die Sauerstoffbestimmung: Das 
Erfordernis fiir die Bestimmbarkeit des Sauerstoffs auf diesem 
volumetrischen Wege ist Temperaturgleichheit oder die Mév- 
lichkeit einer exakten Korrektur. Eine Temperaturgleichheit 
lift sich in einem so verzweigten System nicht herstellen. 
wohl aber mit Hilfe der Zirkulation ein gleichmifhiges Tem- 
peraturgefiille von modglichst geringer Ausdehnung. Es wurde 
daher die vom Herzen abtropfende 37° C. warme Nahrlosung 
stets gleichmiibig stark auf ca. 12—15° abgekiihlt. Dadurch 
waren sowohl die Temperaturschwankungen der Nahrlésung 
im Reservoir als auch die des Sauerstoffs nie gréfer als 0.5 
bis 1,0° C. 

Die Grobe der notwendigen Korrektur wurde rein empirisc! 
festgestellt. 1) 

Bedingung ist allerdings gleiche Zimmertemperatur.  Fii 
die Berechnung der Schwere des Sauerstoffs wurden der baro- 
metrische Druck und als Temperatur die der Nihrlosung ge- 
nommen und auf O° und 760 mm Quecksilber umgerechne! 





') Die abgelesenen Temperaturdifferenzen waren fiir meinen Appara' 
in der Nihrlésung mit 2, in dem Sauerstoff des Reservoirs mit 3 zu mul! 
plizieren, wie das folgende Korrekturschema zeigt: 























| rr 
An der Biirette | lemperatur des | Temperatur «: 
Sauerstoffs im 





Zeit abgelesen | : : Nahrlésung 
| Reservoir 
ccm | e <<. ° <<. 
10,40 6,7 16.2 12.4 
12.40 35.8 15.8 12.7 
2 Std. 29 | oo O4 + 03 
— 1,2 korr. — 1,2 korr. +- 0.6 
0.6 


28.5: 2 = 14,25 ccm pro Stunde. 
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Die Dichtigkeit der Gummiverbindungen wurde durch Um- 
-chniirungen garantiert; Kontrollexperimente vor und nach jeder 
Versuchsreihe gaben tiber deren Zuverliassigkeit Rechenschaft. 

Absorption des Sauerstoffs von seiten des Gummis_ hat 
man nicht zu fiirchten; in den kurzen Versuchen habe ich 
dadurch nie Verluste konstatieren kinnen. Ausgedehnte Kontroll- 
yversuche haben mir vielmehr Gewibheit tiber die Méglichkeit 
verschafft, im blinden Versuch genau gleiches Volumen tber 
Stunden hin im Apparat zu behalten. Ein solcher Versuch sei 
mitgeteilt : 


Kontrollexperiment. 


























| Temperatur des | Te ) 
7mpereé Temperatur der 





| 

Zeit Sauerstoff | Sauerstoffs im | Nihrlis 
Siseeeninie Nihrlésung 

der Ablesung | —_ | ra | oC 
11,40 | 44.8 17,4 14,0 
12,00 | 44,6 17,45 | 14,0 

| 
12.50 | 14,3 17,58 | 14,0 
3,56 45,3 17,2 | 14,0 





Die weitere Frage, ob die vom Herzen verbrauchte Menge 
Sauerstoff auch geniigend genau mit der beschriebenen An- 
ordnung zur Messung gelangen konne, suchte ich experimentell 
durch Ablassen genau gemessener Menge Nahrlésung zu ent- 
scheiden. Dabei hat sich fiir die verschiedensten Mengen eine 
cute Ubereinstimmung ergeben, so daB der Fehler der Sauer- 
stoffbestimmung fiir die Stundenwerte sicher stets kleiner als 
0.5 cem ist. 

Vor Abschlu8 eines Experimentes la8t man die Pumpe 
»—10 Minuten lang schnell gehen und damit den Sauerstoff 
moglichst haufig die Barytflasche passieren, um eine vollstindige 
Absorption der Kohlensaure zu erreichen. 


Bestimmung der Kohlensdure. 


Die Bestimmung der Kohlensaéure in der Barytflasche ge- 
schieht in der tiblichen Weise in der abgegossenen klaren 
barvtlauge. Zur Titration benutzte ich !/10-normal-Schwefel- 
sure und Phenolphthalein als Indikator. 
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Ferner mui man aber auch den Gehalt der zuriicker- 
haltenen Niahrldsung an Kohlensiiure bestimmen, da durch Saure- 
bildung des Herzens etwas Kohlensiiure aus ihr ausgetrieben 
sein kann. Zu diesem Zwecke versetzte ich anfangs gleiche 
Teile der zuriickgewonnenen und der Originall6sung mit 20 cem 
1/19-Barythydrat und 3 ccm konzentrierter Chlorbaryumloésung., 
titrierte nach 12 Stunden aliquote Teile und konnte so Kohlen- 
siiureverluste nachweisen. Ganz befriedigen konnten diese 
Resultate jedoch nicht: in der Nahrlésung konnten sich schwache 
Basen und schwache Siuren befinden, die bei dieser indirekten 
Bestimmung der Kohlensiiure stdren muften. In den letzten 
Versuchen habe ich daher die aus der Nihrlésung austreib- 
bare Kohlensiiure direkt gemessen, und zwar auf folgende Weise: 
Zwei Waschflaschen, in deren einer 50—100 com Niahrlosung 
mit 10 —20 cem !/10-normal-Schwefelséiure angesiuert, in deren 
anderer 20 cem !/10-normal-Barytlauge sich befanden, wurden 
durch Schliiuche kurz untereinander und mit einer einfachen 
Pumpvorrichtung derart verbunden, dali durch die Pumpen- 
st6be die Luft in dem geschlossenen System in der Runde 
getrieben wurde; auf diese Weise wurde die Kohlensaure aus 
der NihrlOsung ausgetrieben und schlieSlich quantitativ in der 
Barytflasche wiedergefunden. Es wurde also eine Erhitzung 
der Niihrldsung und damit eine Destillation nicht nur der Kohlen- 
siiure, sondern auch fliichtiger Siéuren vermieden und ander- 
seits kann man so mit einer ganz geringen Menge Barytlauge 
arbeiten und die Analysenfehler méglichst klein machen. 


Zuckerbestimmung. 

Ks sind nur verhiiltnismiéfig kleine Mengen Zucker, die eit 
Herz in der Norm verbraucht; die Zahlen schwanken zwischen 
10 und 40 mg pro Stunde. Ich benutzte die Bangsche Zucker- 
bestimmung,'!) die sich mir bei exakter Innehaltung der Vor- 
schriften als zuverliissig und bequem bewihrte. Allerdings kann 
ich Bangs Angaben iiber die grofe Haltbarkeit beider Titrations-- 
fliissigkeiten nicht bestiitigen: die Hydroxylaminlosung zersetz! 
sich nach einiger Zeit, wie am Auftreten von Schwefelwasse'- 


') Bang, Biochem. Zeitschrift, Bd. II, S. 271. 
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stoffgeruch deutlich zu erkennen ist, und auch in der Kupfer- 
ljsung macht sich eine deutliche Abnahme der Keduktions- 
fihigkeit bemerkbar; ich arbeitete daher immer mit modglichst 
frischen L6sungen und benutzte auch aus diesem Grunde die 
unten angegebene Methode der Konzentrationsbestimmung, um 
von den eventuell kleinen Fehlern des Titers unabhingig zu sein. 

Die Nahrlésungen sind fast farblos und die Genauigkeit der Titration 
bei Doppelbestimmung durch Interpolation 0,1 ccm. Ich bestimmte keine 
absoluten Werte, sondern berechnete diese aus der Konzentrationsabnahme 
in folgender Weise: Bei Beginn des Experimentes fiillte ich den Apparat 
mit ca, 500 cem der 0,2°/oigen Originallésung, lef zur Ausspiilung des 
Herzens etwa 250—300 ccm ab und behielt also eine unbekannte Menge 
Originallésung, aber von genau bekannter Konzentration fiir den eigent- 
lichen Versuch im Apparat zuriick. Die am Ende des Versuches abge- 
lassene Nahrlésung wurde nun ihrem Prozentgehalt nach mit der Original- 
l6sung verglichen; fiir die gefundene Differenz betriigt der Fehler durch 
die Titration fiir den Stundenverbrauch, wenn der Versuch 2 Stunden 
dauerte, etwa 1—2 mg. Dieser recht hoch erscheinende Fehler beein- 
trichtigt aber die im folgenden mitgeteilten Resultate nicht, weil aus so 
geringen Differenzen keine Schliisse gezogen worden sind; er riihrt von 
der grofen Menge Nihrlésung her, die ich benutzte, kann also verkleinert 
werden, wenn schiirfere Bestimmungen erforderlich sind. 

Um die absoluten Werte der Zuckerverbrennung zu erfahren, mufte 
nun noch die Menge der benutzten Nahrlésung bestimmt werden. Beim 
Ablassen aus dem Apparat blieben stets noch etwa 30 ccm zuriick; in 
Portionen von 50 ccm wurde deshalb mit zuckerfreier Ringerlésung 
der Apparat solange ausgespiilt (mit etwa 200—300 ccm), bis man er- 
warten durfte, allen Zucker im Spiilwasser zu haben; das Spiilwasser 
wurde mit dem Rest der Nihrlésung vereinigt und der Prozentgehalt an 
Zucker bestimmt. Daraus lief} sich dann leicht die absolute Menge der 
verwendeten Nahrlésung und des verbrauchten Zuckers berechnen. Be- 
sonders wenn man etwa mit zwei Versuchsperioden arbeitet, gewahr- 
leistet diese Art der Bestimmung die kleinsten Fehler. Sollte bei der oben 
skizzierten Berechnung der Menge der Nahrlésung auch ein Fehler von 
2 cem Flissigkeit sich ergeben, so tibt er, wie eine Rechnung ergibt, nur 
einen ganz geringen Einflufi auf das Resultat aus. 


Die Berechnung der chemischen Energiewandlung. 


(Kalorien-Verbrauch. ) 


Die Versuche haben ergeben, dafi neben dem Zucker 
noch andere Stoffe zu Kohlensaéure verbrannt werden: man 
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’ ; , ecm CO, ,. 
kann aus dem respiratorischen Quotienten mar die Natur 
CE 
2 


dieser Stoffe erkennen. Es scheint, als ob in der Norm noch 
fett- oder eiweibartige Substanzen zur Verbrennung kamen: 
wenigstens labt ein R-Q von 0,72—0,78 darauf schlieBen. 

Um also die Energiewandlung anniahernd bestimmen zu 
kénnen, multiplizierte ich die verbrauchte Zuckermenge mit 
t,1 und den Sauerstoff der restierenden Stoffe mit 4,7. Diese 
Summe driickt dann die kleinen Kalorien aus. 


Resultate. 


Es kann nicht der Zweck dieser ersten Publikation sein, 
erschOpfend alle angeschnittenen Fragen der Physiologie des 
Herzstoffwechsels zu behandeln; es soll vielmehr in dieser 
Mitteilung nur eine erste Orientierung tiber den Stoffwechse! 
eines iiberlebenden Herzens, das unter mdglichst optimalen Be- 
dingungen der Sauerstoffversorgung arbeitet, gegeben werden 
und in einer folgenden Mitteilung dann die BeeinfluBbarkeit des 
Herzstoffwechsels durch Adrenalin und Pankreasextrakte ge- 
zeigt werden. Dabei kénnen natiirlich manche Probleme, deren 
Losung weiterem Studium vorbehalten bleiben soll, nur ange- 
deutet werden. 

Die Methodik fiir die folgenden Stoffwechseluntersuchungen 
um uberlebenden Herzen ist in ihren allgemeinen Ziigen ge- 
schildert worden. Im Speziellen habe ich folgende An- 
ordnung der Experimente gewahlt: 

Ks erwies sich als zweckmabig, auch die Normalversuche 
in 2 zweistiindige Perioden zu teilen, da der Stoffwechsel im 
Verlaufe von einigen Stunden gleichmifige Anderungen zeigte. 


Gewisse Schwierigkeiten ergaben sich nur zur Zeit des Wechse's 


zwischen den Perioden. Es wire ja leicht méglich, diesen Moment dvs 


Wechselns so zu gestalten, daf ohne Unterbrechung der Herzzirkulation 
eine kleine Menge der Nihrlésung zur Analyse entnommen wiirde. Wenn 
ich aber eine fiir das Herz eingreifendere Mafnahme durch Unterbrechung 
der Zirkulation fiir ca. 7 Minuten traf, um die alte Nahrlésung dure! 
frische zu ersetzen, so geschah dies aus folgenden Uberlegungen: eine 
Stichprobe kann nur ein ungenaues Resultat von der Zuckerkonzentration 
der gesamten Néhrlésung geben: wo man sie auch nehmen mag, Imi?! 
mufs sich ein etwas anderer Wert ergeben, als er in der ganzen Menge 
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vorhanden ist. Nur aus der Analyse der gut gemischten Gesamtmenge 
kann man daher richtige Werte erhalten; es erschien deshalb vorteil- 
hafter, den gréften Teil der Nahrljsung abzulassen und durch frische zu 
ersetzen. Dieser Ersatz der lingere Zeit gebrauchten N&hrlésung ist 
zweifellos auch fiir das Herz niitzlich, da er die Zuckerkonzentration wieder 
auf den alten Wert und damit das Herz unter die gleichen Bedingungen 
bringt, unter denen es in der ersten Periode gearbeitet hat; aber auch 
die Entfernung von eventuellen Stoffwechselabfallprodukten, wie z. B. von 
Ammoniak oder Saéuren, konnte nur einem gleichméfigeren Weiterverlauf 
des Stoffwechsels zugute kommen. 

Der Nachteil fiir das Herz, der durch die Unterbrechung der Zir- 
kulation zweifelsohne gegeben ist, braucht auf der anderen Seite nicht 
zu hoch eingeschitzt werden, denn innerhalb 5—10 Minuten hat es sich 
meist wieder soweit erholt, dafs es bei gleicher Frequenz die aiten Arbeits- 
werte lieferte. 

Aus diesen Griinden stellte ich also nach Beendigung der Normal- 
periode den Zufluf& zum Herzen und die Pumpe ab und entnahm etwa 
200 ccm der Nihrlésung zur Analyse. Wahrend des Ablassens mufs ein 
Sauerstoffstrom durch den Apparat streichen bei geschlossener Klemme (K]), 
einmal, um das Zuriicksteigen der Barytlange zu verhindern und dann 
um die im Reservoir befindliche Kohlenséure noch zur Resorption zu 
bringen (Quelle eines kleinen Verlustes!). Darauf schaltet man die alte 
Barytflasche aus und eine neue dafiir ein, schlieft den Apparat wieder 
zu, stellt den Sauerstoffstrom ab, laf&t die Pumpe laufen und _ pipettiert 
in den kleinen Zulaufmefizylinder 200 ccm frischer, mit Sauerstoff ge- 
siittigter Nihrldsung; durch geeignete Hahnstellung kann man verhindern, 
dafi Luft mit hineingesogen wird. Nun kann vom Reservoir her das Herz 
yon neuem durchstrémt werden. 6—8 Minuten sind etwa notig zu solcher 
Umschaltung. 

Die Bestimmung des Herzgewichtes erfolgte nach Abtrennung der 
Vorhéfe an der Atrio-Ventrikulargrenze; es erwies sich als zweckmalhig, 
erst ca. 2 Stunden nach Abbruch des Versuches zu wiegen, da dann die 
postmortale Kontraktion ziemlich alles Wasser aus dem Herzen ausgeprefit 
hatte; denn eine gewisse Odembildung findet immer statt.') Fiir genauere 
Feststellungen ist natiirlich das Trockengewicht zu bestimmen. 

Versuchsbedingungen. 

Wenn auch weiter unten gezeigt werden kann, dab die 
absolute Gréfe des Stoffwechsels eines von einer zuckerhal- 
tigen Ringerlésung durchstrémten Katzenherzens nicht allzu 


weit von der normalen entfernt ist, so mul} man sich doch 


') Vgl. auch Locke u. Rosenheim, Journal of physiol., Bd. XXXVI, 


». 208. 
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stets bewufht bleiben, dai das Milieu, in welchem die Stoft- 
wechselvorgiinge vor sich gehen, von ausschlaggebendem Ein- 
flu sein kann. Es wird die Aufgabe weiterer Studien sein. 
die Abhiingigkeit des normalen Stoffwechsels von den einzelnen 
Komponenten des Blutes, z. B. von seinem Ionengehalt, der 
Gegenwart von Eiweifi, Fett usw. zu erforschen. In der vor- 
liegenden Untersuchung sind immer dieselben Bedingungen 
innegehalten, um die bei verschiedenen Herzen erhaltenen 
Werte untereinander vergleichen zu kOnnen. Diese Versuchs- 
bedingungen sind, um es noch einmal kurz zu prazisieren, die 
folgenden: Die DurchstrOmungsfliissigkeit (ca. 200—250 ccm) 
hatte stets eine Temperatur von 37°, hatte die Zusammen- 
setzung: NaCl = 0,9°%o, KCl = 0,042°/c, CaCl, = 0,012°/», 
NaHCO, = 0,036°/0 und enthielt 0,2°/o Traubenzucker (Merck). 
Die DurchstrO6mungsgeschwindigkeit betrug mindestens 40—8&0 
ecm in der Minute und der Druck wurde so geregelt, daf} 
dabei die gréfte Herzleistung resultierte. Die Sauerstoffsiitti- 
gung der Niihrldsung war durch Beniitzung einer reinen Sauer- 
stoffatmosphiare stets maximal. 





I. GroBe der Energiewandlung des arbeitenden Herzens. 


Unabhingigkeit vom Sauerstoffangebot. 


Um die in allen folgenden Tabellen mitgeteilten Zahlen 
der absoluten Grdfe des Stoffwechsels kritisch beurteilen zu 
kOnnen, miissen wir fiirs erste die Sicherheit besitzen, dali 
diese Gréfbe nicht etwa auch hier, wie dies fiir die Versuche 
nach der Locke-Rosenheimschen Apparatanordnung ge- 
zeigt worden ist, von der GrdBe des Sauerstoffangebots ab- 
hiingig ist. Daf in meinen Versuchen ein Uberschuf8 des Sauer- 
stoffangebotes vorhanden war, geht aus der Tabelle Nr. 4, 
sowie aus denen der folgenden Mitteilung hervor. Mit Aus- 
nahme der zwei ersten Experimente, wo die Ventile des Elektro- 
magneten zu schwach bespannt waren, ist stets ein grofer 
Uberschu8 an Sauerstoff in der Nihrlésung. Da somit die 
Voraussetzung optimaler Leistung in bezug auf den Sauerstoll- 
verbrauch gegeben ist, so gibt die Gréfe der Energiewandlung 
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zusammengehalten mit der Arbeitsleistung in der Tat einen 
Begriff von der Grose der Vitalitiit des tiberlebenden Organs. 

GroBe des Kalorienverbrauches: In der Tabelle 
Nr. 1 finden sich die Zahlen auf Kilogramm Koérpergewicht und 
Gramm Herzgewicht ausgerechnet; die Schwankungen der abso- 
luten Werte werden dadurch stark reduziert. Pro Kilogramm 
KoOrpergewicht betriigt der Kalorienverbrauch des tiberlebenden 
Herzens 60—90 kleiner Kalorien. Oder pro Gramm Herzge- 
wicht 10—25 kal. 

Ob das Schwanken der Werte innerhalb dieser Grenzen 
auf Verschiedenheiten der Versuchsbedingungen beruht oder 
ob der Umsatz pro Gramm Herzsubstanz ein konstanterer ist, 


Tabelle Nr. 1. 


Kalorienverbrauch pro Kilogramm Korpergewicht und pro Gramin Herz- 
gewicht bei normaler Ernihrung. 
Versuch 83 und 88: Grundumsatz des Herzens (stillgestellt durch Ringer- 
ldsung ohne CaCl, und KC). 











i A LE TTR 








Ver- | Kalorienver- | Kalorienver- Kalorien- 
_..| Korper- | Herz- | [= ee a 
suchs- | brauch PYO |brauch pro kg; verbrauch pro g 
num- | gewicht | gvewicht Stunde | Herzgewicht und 
mer ° ° kal. und Stunde Stunde 

64 2680 | 146 | 169 | 63,0 11,6 

6 | 2910 | — 184 | 632 

70 — |» 118 153 | 10,7 

99 | 2420 | 89 219 «92.6 24.65 

91 2170 | 82 181 835 22.1 

67 2600 14,0 176 67.6 12.6 

74 2350 | 13.2 150 | 63,7 11,3 

s2 | 190 | — 131 | 669 a 

72 2500 | 15,7 238 | 953 15.2 

76 («1800 | «S80 | 19,6 6B a 

78 2150 | 10,8 194 904 18.0 

8 2000 67 111 55,6 16.6 

87 3240 | 13.8 208 64.3 15.1 

83 | 2140 11,4 72 33,7 6,3 | Grund- 
88-2500 10.5 83 33 7,9 | vel, 5,218. 
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die Zuriickfiihrung auf das Korper- und Herzgewicht also in- 
folge des ungleichmaBbigen Ernahrungszustandes der Tiere die 
Differenzen erst vortéuscht, wage ich nicht zu entscheiden: 
vielleicht kommen beide Umstande in Betracht. 


Die Schwankungen des Energieumsatzes im Verlaufe 
von Stunden. 


Kurz nach Beginn der Durchstr6mung erreicht die Ener- 
giewandlung (an dem Sauerstoffverbrauch gemessen) ihren Héhe- 
punkt und bleibt auf diesem durch die ersten zwei Stunden 
gewOhnlich mit relativ geringen Schwankungen, vgl. Fig. 4 
und 5; einstweilen ist es natiirlich noch nicht zu sagen, woher 
diese Schwankungen im einzelnen kommen; Temperaturdiffe- 
renzen von 0,1° kOnnen sie doch kaum bewirken. Beziehungen 
zur gleichzeitigen Arbeitsieistung sind wohl deutlich zu erkennen, 
doch bedarf es noch genauer Studien, hier zwischen Ursache 
und Wirkung zu unterscheiden.!) Praktisch kénnen wir diese 
Schwankungen einstweilen ignorieren. 

Wesentlicher ist, dai sich im Laufe der Stunden meist 
eine deutliche Tendenz zum Fallen der Kurve zeigt, und zwar 
nicht nur in der ganzen zweiten Periode, die ja mit einer 
ca. 10 Minuten langen Unterbrechung unmittelbar der ersten 
nachfolgt, sondern oft auch schon in der ersten Periode selbst. 
Es wird das wohl mit dem Beginn des Absterbens zusammen- 
hiingen, ein Begriff, der sich hier vielleicht einmal genauer 
definieren liebe, wenn man ihn etwa auf das Versagen einer 
bestimmten Funktion oder das Versiegen gewisser Nahrungs- 
quellen zuriickfiihren konnte. 

In einigen Versuchen aber ist ein Gleichbleiben der Ener- 
giewandlung zu beobachten, ja sogar eine Tendenz zum Steigen, 
doch betriigt sie nur wenige Prozente (vgl. Tab. 4, 5. 226—227). 
Die Unterbrechung wihrend der Ausspiilung in der Pause zwischen 
der ersten und zweiten Periode hat keinen langdauernden Ein- 
flu} gezeigt: vielmehr ist gewOhnlich nach 10 Minuten der 
vorige Stand der Sauerstoffzehrung wieder erreicht. 

') Auch ist zu bedenken, dafi die Temperaturkorrekturen bei den 
kleinen Werten relativ grofe Fehler verursachen, so klein der Fehler }* 
auch fiir den Gesamtverbrauch an Sauerstoff ist. Vgl. S. 209. 
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GroBe der Herztiitigkeit, am Leistungsmesser 
bestimmt. 

Was zur Messung kommt, ist die Summe der Pulsvolu- 
mina, die «FOrderung» des Herzens. Nur mit dieser wollen 
wir hier rechnen und einstweilen die «Arbeit» auber Betracht 
lassen, die diese Fdrderung darstellt. Wie S. 192 auseinander- 
gesetzt wurde, darf man fiir diese FOrderungszahlen so weit 
ein Parallelgehen mit dem Gesamtkalorienverbrauch annehmen., 
da®B gleichsinnige Anderungen beider Reihen zu erwarten sind. 

Die absolute Gréfe der Férderung ist pro Stunde durch- 
schnittlich 1200 ccm mit weiten Ventilen und Rohren, mit engen 
ca. 3000 ccm; beide Kontraktionsformen sind auxotonisch, nur 
ist der Druckzuwachs in letzterem Falle sehr viel grober. Fir 
beide aber gilt obige Annahme. 
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Fig. 4. 
Vers. 64. Normalversuch. Verlauf der Kurven des Sauerstoffverbrauchs (in ¢em) — 
und der Herzarbeit, dargestellt durch die Forderungsmenge Wasser in 100 cem_ pro 
10 Minuten 
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An dem Verlauf der Forderungskurve interessiert uns, 
wie grof die Schwankungen der Tatigkeit im Verlauf der Stunden 
sind und ob diese Schwankungen mit denen des Sauerstoffver- 
brauchs im ganzen und im einzelnen parallel gehen. 

Verfolgen wir den Einzelverlauf der Foérderungskurven 
(vgl. Fig. 4 und 5), so finden wir im allgemeinen eine ver- 
hiiltnismiébig grofe Gleichmiibigkeit der geforderten Werte: 
nach 20 Minuten etwa hat sich das herausgeschnittene Herz 
erholt und f6rdert von da ab oft dieselben Mengen durch 
Stunden hindurch. Dabei ist die Regelmabigkeit der Herz- 
aktion meist eine befriedigende, die Frequenz bleibt in vielen 
Killen gleich grof, wie mir die Auszihlung der Kurven er- 
geben hat. Nur selten sind solehe Differenzen vorhanden, dal 
kein Vergleich mehr mdglich ist. 

Natiirlich sistiert in der DurchstrOmungspause zwischen 
der ersten und zweiten Periode die Arbeit ganz, hebt sich 
aber in kurzer Zeit wieder auf den letzten Wert; im allge- 
meinen ist die Férderung der zweiten Periode etwas kleiner 
als die der ersten; jedoch habe ich auch manchmal die Beobach- 


tung gemacht, dafh in der zweiten Periode die Leistung stieg. 


Grundumsatz des Herzens. 


Es lige nahe, die Werte der Leistungsmessung direkt 
mit dem Kalorienverbrauch des Herzens zu vergleichen, dies 
ist jedoch — wie am Gesamtorganismus, so auch hier — nicht 
angiingig, weil ein seiner Gréfe nach unbekannter Grundumsatz 
der ruhenden Herzmuskelsubstanz anzunehmen ist. Um also 
einen Begriff von der wirklichen Herzarbeit zu bekommen, die 
sich ja aus dem Arbeitsumsatz berechnen léft, ist es notig, 
die Grobe dieses Grundumsatzes vorher zu erfahren. 

Der Grundumsatz am Herzen ist vermutlich einer direkten 
Messung zugiingig bei einem Herzen, das mit einer Lockeschen 
Losung erniihrt wird, der Calciumchlorid und Kaliumchlorid 
fehlt. Ein solches Herz steht nach wenigen Minuten still, zeig! 
aber noch, wie wir aus Lockes Untersuchungen wissen, be! 
Zufuhr der fehlenden Calcium- und Kaliumsalze wieder spon- 
tane Kontraktionen; es ist also als lebend anzusehen. Der 
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Hypothese, den Stoffwechsel des so stillgestellten Herzens als 
Grundumsatz anzusehen, steht nur das Bedenken entgegen, 
daB durch Wegfall der Calcium- und Kaliumsalze sich auch 
das Milieu geiindert hat. Es wire denkbar, dai ein Mangel 
dieser Ionen an sich schon in der einen oder anderen Weise 
veriindernd auf den Stoffwechsel wirkt. Es miiften Vergleiche 
mit anderen Methoden der Erzeugung eines Herzstillstandes 
angestellt werden, bevor wir die hier gefundene Stoffwechsel- 
grobe als diejenige des Grundumsatzes mit Sicherheit bezeichnen 
konnen. 

Wir sehen aus den zwei Untersuchungen, dali der Ver- 
brauch ca. 33 Kal. pro Kilogramm Tier und Stunde _ betrigt, 
also in einigen Fiillen etwa die Halfte des Gesamtumsatzes, 
ein, wie mir scheint, tiberraschend hoher Wert (vgl. Tabelle 1, 
Seite 215). 


Vergleich der Forderung des Herzens und der Gesamt- 
energiewandlung (Kalorienverbrauch). 


Wie oben auseinandergesetzt worden ist, wurde die Kon- 
struktion eines Leistungsmessers aus dem Grunde unternommen, 
um fiir die Beurteilung der gefundenen Stoffwechselwerte An- 
haltspunkte tiber die geleistete Arbeit zu erhalten. Ein Ver- 
vleich beider Messungsreihen wird lehren kénnen, ob dieser 
Zweck erreicht ist. 

Bevor wir den Vergleich anstellen, miissen wir uns aber 
der Forderungen erinnern, die erfiillt sein miissen, wenn der 
Kalorienverbrauch und die gemessene Leistung zueinander in 
elation stehen sollen: Die wichtigste Forderung ist gleiche 
Pulszahl in beiden Versuchsperioden. Um den Vergleich zu 
erleichtern, habe ich in der folgenden Tabelle Nr. 2 hinter die 
Schwankungen des Kalorienverbrauchs und der Leistungswerte 
(tir jede Periode die maximale und minimale Pulszahl notiert, 
die zu beobachten war. 

Wir sehen daraus, daf bei drei Versuchen eine befrie- 
digende Gleichheit der Frequenz (Vers. 64, 75 und 84) be- 
standen hat; leider aber vermindert wohl in Versuch 84 eine 
starke Irregularitiit den Wert des Versuches. In zwei weiteren 
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Versuchen (66 und 67) dagegen fallen die Pulszahlen von der 
ersten zur zweiten Periode betrachtlich ab (von 150 auf 123 
und von 144 auf 111). 

Tabelle Nr. 2. 
Vergleich des Kalorienverbrauchs und der Herzarbeit in ihren Schwankungen 


von der I. zur II. Periode. 
Neer _ 




















Kalorien- Herzarbeit 


Diffe- , Puls- Puls- 
Ver- | verbrauch Forderungszahlen, ‘ Qualitiit 
renz ; ms i 
suchs-| pro Std. ' ccm pro Stunde |frequenz|frequenz 
zwischen Dif [ I der 
num- lilerenz 
1. Pe- IL Pe-} fund uf. Pe- IL. Pe- zwischen Puls 
wae’ © | , lund Il} Periode | Periode 
riode riode] riode riode —, 
) 0 





64 1168.6 143.2] — 15,0] 3700 3086 — 16,6 }108—108]105—108] | nt 


65 J183,6 1661, — 9,6) 2915 2510 — 13,9 150 —138]1135—123] — desgl. 
66 JI71,5 173.81-+- 1,3) 8200) 3390 + 6,0 144—132}111—111 > 
75 5132.5 119,9] — 10,4] 2865, 2630 —_ 8,2 [156—141}188—138 


in der IT. Py 

riode ausge- 
sprochen 
Irregularitit 


bo 
Se 
oe 


8% 148.3 176,37 4- 15,8]12200 12500 +- 102—108]108—105 




















Streng genommen diirfen wir daher also nur von den 
Forderungszahlen der Versuche 64 und 75 erwarten, dal sie 
als vergleichbare Aquivalente der vom Herzen geleisteten Ar- 
beit zu betrachten sind, da die mechanischen Bedingungen der 
Herztiitigkeit sich nicht geéindert haben: wieweit dann in solchen 
Fillen zum Gesamtumsatz eine Proportion zu erkennen sein 
wird, kOnnen nur ausgedehntere Untersuchungen lehren. 

Vergleichen wir also mit dieser Einschriinkung die Werte 
der Normalversuche untereinander, so finden wir in den Ver- 
suchen 64 und 75, wo die Pulse gleich schnell und regelmiihie 
geblieben waren, eine befriedigende Ubereinstimmung in den 
Schwankungen des Kalorienverbrauches und der Leistungs- 
werte!) (vgl. neben Tabelle Nr. 2 auch Fig. 6 und 7 S, 231 32 


') Der auf Seite 191 hervorgehobene Umstand, dafi in den Ver- 
suchen 64—75 ein wachsender systolischer Widerstand vorhanden we 
also auxotonische Kontraktionen stattfanden, mindert somit die Verglei 
barkeit der Zahlen nicht betréchtlich, da die Abnahme der Leistun 
von der [. zur Il. Periode nur miifiig ist. 
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Aber auch in den anderen Versuchen mit verminderter Ver- 
gleichbarkeit sind die Schwankungen gleichsinnig und _ nicht 
allzu different in der Grife. 

Man kann wohl aus dem Ausfall dieses Vergleiches die 
GewiBbheit ableiten, daf diese Anordnung der Leistungsmessung 
fiir Stoffwechseluntersuchungen im Prinzip richtig ist. 

Eine Deutung der — geringen — Differenzen in den 
einzelnen Experimenten und damit ein Versuch, die Abhiingig- 
keit aller Faktoren von einander zu erforschen, erfordert noch 
weitere Arbeit. 

Vergleichen wir weiterhin nun im einzelnen die Kurve 
des Sauerstoffverbrauches (vgl. S. 217 Fig. 4 und 5), die ja un- 
gefahr dem Energieverbrauch parallel gehen muf, mit der For- 
derungskurve, so wird man ebenfalls im grofen und ganzen 
eine erfreuliche Ubereinstimmung finden und wiederum einen 
Beweis fiir die Richtigkeit obiger Annahme darin erblicken 
kOnnen. Allerdings wird man ja noch nicht ein Parallelgehen 
aller feineren Schwankungen beider Kurven erwarten konnen. 
Um alle Differenzen zu verstehen, wird es notig sein, bei ver- 
besserter Methode die zeitlichen Beziehungen zwischen Sauer- 
stoffverbrennung und Muskelaktion noch schiarfer zu verfolgen, 
eine Aufgabe, die ja ohne allzu grofe Schwierigkeiten geloést 
werden kann. 


Vergleichende SchluBfolgerungen. 


Wir wollen versuchen, an Hand der gewonnenen Zahlen 
uns eine Vorstellung davon zu machen, welcher Bruchteil der 
normalen Lebensfunktion in diesem tiberlebenden Herzen noch 
zu finden ist. Die Grundlage zu einer solchen Kritik der Brauch- 
barkeit der ganzen Methode der kinstlichen forcierten Durch- 
stromung mit Salz-Zuckerlésung kann ein Vergleich des Stoff- 
wechsels dieser tiberlebenden Herzen mit demjenigen normaler 
im Korperkreislauf schlagender Herzen abgeben. 

Die StoffwechselgréBe des normalen Herzens iabt sich 
nun aber leider nicht direkt bestimmen und auch nur an- 
niihernd berechnen. Zwar kénnte man denken, eine solche 
Berechnung wire aus der GréSe der Herzarbeit moéglich (und 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 15 
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es ist auch schon Ofter ein solcher Versuch unternommen 
worden), doch diirfte eine niihere Uberlegung zeigen, wieviel 
Unsicheres an einer solchen Rechnung noch bleibt. 

Von der Ungenauigkeit in der Bestimmung der Herzarbeit 
will ich hier nicht sprechen, obwohl auch hier ja erhebliche 
Fehler mit unterlaufen kOnnen, sondern nur von der Berech- 
nungsart des Stoffwechsels auf Grund von Messungen der Herz- 
arbeit. Das Problematische liegt meines Erachtens nun darin, 
daf ohne weiteres die Herzarbeit gleich dem Arbeitsumsatz 
gesetzt wird, unter Zugrundelegung eines Nutzeffekts von 33°)): 
denn wie aus der Seite 190 auseinandergesetzten Beziehung 
zwischen der Form der Herzkontraktion der geleisteten Arbeit 
und den freiwerdenden chemischen Energien hervorgeht, be- 
steht die natiirliche Zuckung im Kreislauf (Uberlastungszuckung) 
aus einer isotonischen und einer isometrischen Phase (der An- 
spannungszeit des Herzmuskels); aufere Arbeit wird nur in der 
isotonischen Phase geleistet, chemische Energie dagegen auch in 
der isometrischen frei, nur geht sie vollstindig in Warme tiber. 
Wenn man nun bedenkt, dafi bei isometrischen Zuckungen des 
quergestreiften Kaltbliitermuskels die gr6Bte Warmebildung statt- 
findet, also auch die Uberlastungszuckung mehr Wiirme liefer' 
als die freie Zuckung gleicher Anfangsspannung,') so wird man 
erkennen, daf eine Berechnung des Arbeitsumsatzes aus der 
gemessenen mechanischen Arbeit des Herzens moglicherweise 
nur einen Mindestwert ergibt, von dem sich dann heute noch 
nicht sagen laSt, einen wie grofen Bruchteil der wirklichen 
Grofke er darstellt. 

Obgleich wir uns diese Einschrinkung vor Augen halten 
miissen, wird aber dennoch ein Vergleich solcher berechneten 
Werte mit den an den tiberlebenden Herzen gewonnenen Stoll- 
wechselwerten von Interesse sein; auf eine wirklich genaue Fes!- 
stellung der Vitalitaét wird man allerdings einstweilen verzichten 
mussen. 


') Vel. Nagels Handbuch der Physiologie, v. Frey, Allgemeine 
Physiologie der quergestreiften Muskeln, Bd. IV, 2, S. 493, u. O. Frank, 
Thermodynamik der Muskeln. Ergebn. d. Physiologie, Bd. III, 2, S. 40! 
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Tabelle Nr. 3. 


Zum Vergleich der vom tiberlebenden Herzen geleisteten Arbeit (berechnet 
aus dem Arbeitsumsatz) mit der Arbeit des Kaninchen- und Menschen- 
herzens. 








Kalorienverbrauch Arbeitsumsatz Herzarbeit 
Versuchs- pro Stunde in kal. pro Stunde] in mkg pro Stunde 

pro kg | pro g pro kg | pro g pro kg pro g 
nummer} Koérper- | Herz- Kérper- | Herz- Korper- Herz- 


gewicht  gewicht | gewicht | gewicht | gewicht — gewicht 








84 50,8 | 12,9 278 | 59 26 | 08 
85 55,6 | 16,6 326 | 96 3,2 14 
86 78,3 | 21,4 45,3 | 144 6,6 2.0 
87 643 | 151 310 | 81 4,9 1.2 
89 67,4 16,7 344 | 97 7,8 14 
90 926 | 24.6 59,6 | 17,6 8.2 25 
Of 83,5 | 22.1 50,5 | 15,4 7,2 21 

Kaninchenherz nach = | = 928 _ 


Tigerstedt 


ynschenherz nac — , 
Menschenherz nach 68.5 14.3 99 21 
Johannson 








1. Vergleich mit Tigerstedts Messungen an 
Kaninchenherzen. 

Tigerstedt,!) der bei gleichzeitiger Messung des arte- 
riellen Druckes Bestimmungen der Stromgeschwindigkeit mittels 
der Stromuhr vornahm, gibt fiir den linken Ventrikel des Ka- 
ninchenherzens einen Durchschnittswert von 122 gm Arbeit pro 
Kilogramm und Minute an; das wiirde fiir das ganze Herz 9,8 mkg 
pro Kilogramm und Stunde ergeben, wenn wir fiir die Arbeit des 
rechten Ventrikels und der beiden Vorhdéfe noch !/s der Arbeit 
des linken Ventrikels in Rechnung setzen. Berechnen wir nun 
aus dem nach Abzug des Grundumsatzes tibrig bleibenden Ar- 
beitsumsatz fiir unsere Fille die geleistete Arbeit, so ergibt 
sich, wie Tabelle 3 zeigt, dah unter 7 Messungen 4 mal ein 
recht hoher Prozentsatz (66—82°/o) der normalen Herzarbeit 
erreicht wurde, 3 mal ein wesentlich niedrigerer (der kleinste 


') Tigerstedt, Ergebn. d. Physiol., Bd. VI, 5. 325, 
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betrug aber immerhin noch 26°'o). Voraussetzung ist natiirlich 
dabei die Richtigkeit der recht bedeutenden Gréfe des Grund- 
umsatzes, der ja noch manches Hypothetische anhaftet. (Vgl. 
S. 218). 


2. Vergleich mit Berechnungen der menschlichen 
Herzarbeit. 

Ich beziehe mich hier auf die von Magnus-Levy be- 
rechnete Gréfe des Arbeitsstoffwechsels des Herzens auf Grund 
der Untersuchungen Johannsons.!) Johannson schatzt die 
mechanische Arbeit seines Herzens bei korperlicher Ruhe auf 
723 mkg pro Stunde. Magnus-Levy berechnet daraus einen 
Aufwand von 5,0 Kal. fiir die Tétigkeit des Herzens oder 
6—8°'o des gesamten Stoffwechsels pro Stunde. Fiir unsern 
Vergleich laBt sich daraus bei Annahme eines Korpergewichts 
von 73 kg und Herzgewichtes von 350 g als Stundenwert be- 
rechnen: fiir den Arbeitsumsatz pro Kilogramm Korpergewicht 
= 68,5 kal. und pro Gramm Herzgewicht = 14,3 kal. Die 
Herzarbeit betragt nach der obigen Zahl 2,1 mkg pro Gramm 
Herzgewicht oder pro Kilogramm Korpergewicht = 9,9 mkg. 

Stellt man nun diesen Zahlen die Gréfe des Arbeitsum- 
satzes der tiberlebenden Katzenherzen gegeniiber (Tabelle 3), 
so findet man, daf die héchsten Werte pro Kilogramm KoOrper- 
gewicht sowie als auch pro Gramm Herzgewicht diese Zahl 
fast erreichen, die niedrigsten aber immerhin noch 26°/o be- 
tragen. 

Wollen wir aus diesen beiden Vergleichen trotz der ent- 
gegensteienden Bedenken Schliisse ziehen, so ergibt sich, dab 
der Stoffwechsel eines tiberlebenden Herzens sicher einen reclit 
hohen Prozentsatz des normalen darstellen kann, daB wir also 
in den meisten Fiillen ziemlich physiologische Verhaltnisse vor 


uns haben. 
Nebenbei ist es wohl auch von Interesse, die erhaltenen Resultate 


mit Barcrofts*) Untersuchungen zu vergleichen. 


') Noorden, Handbuch der Pathologie des Stoffwechsels, Bd. |, 


S. 244, Anmerkung, 1907. 
®) Barcroft und Dixon, |. c. und Barcroft, Ergebn. d. Phy- 


siologie, Bd. VII, S. 720f. 
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A priori sollte man einen sehr hohen Stoffwechsel dieser Herzen 
erwarten, die bei normalem Druck von unveriindertem Blut durchstriémt 
werden; dem ist aber nicht so: die zwei mitgeteilten Protokolle iiber 
Katzenherzen zeigen nur einen Verbrauch von 0,014—0,022 ccm Sauer- 
stoff pro Gramm und Minute, wahrend bei unserer Methode ein Verbrauch 
yon 0,033—0,075, also ungefiihr das Dreifache, beobachtet worden ist. 
Etwas hoher sind Barcrofts Zahlen fiir die Hundeherzen (0,017—0,040). 

Wenn wir nach einem Grunde fiir diese Differenz suchen, so muf 
der schlechte Durchfluf bei dieser Durchstro6mungsmethode auffallen; er 
ist nicht gréfer als 2—14 ccm pro Minute. Wenn auch in solchen Blut- 
mengen noch immer ein Mehrfaches des wirklich verbrannten Sauerstoffs 
vorhanden ist und auch fiir gewohnlich keine zu grofe Kohlensiure- 
ansammlung stattfindet, so mufs doch die Tatsache auffillig erscheinen, 
daf’ im Experiment 6 mit 30 ccm Durchfluf pro Minute ein ganz bedeutend 
héherer Sauerstoffverbrauch (3,0 ccm pro Minute stalt sonst 0,2—1,2) 
zu beobachten ist. Leider ist das Protokoll gerade hier nicht vollstandig, 
sodafi der Wert nicht auf Gramm Herzgewicht ausgerechnet werden kann. 
Mir erscheint es danach nicht unwahrscheinlich, daf der zu geringe Durchfluh 
an dem zu kleinen Stoffwechsel schuld ist (Geféifkraimpfe? Embolien?). 

Will man aus diesem Vergleich einen Schluf ziehen, so wird man 
der Methode der Salz-Zuckerdurchstré6mung den Vorzug vor der Barc roft- 
schen Blutdurchstr6mung geben, wenn es sich darum handelt, einen miég- 
lichst hohen, also vermutlich beinahe normalen Stoffwechsel des iiber- 
lebenden Herzens zu erhalten. 


Der weiteren Frage, ob der Leistungsmesser einen er- 
heblichen Bruchteil der wahren Herzarbeit zur Messung bringt, 
will ich hier noch nicht naher treten, so lange mir nicht aus 
genauer Kenntnis der Fehlerquellen des Apparates und des Druck- 
ablaufes wéhrend einer Kontraktion die GréBe der Arbeit be- 
kannt ist, die der linke Ventrikel am Gummiballon leistet. Eine 
Uberschlagsrechnung hat mir ergeben, da in giinstigen Fiillen 
liber 80°/o der wirklichen Arbeit (berechnet aus dem Arbeits- 
umsatz) des linken Ventrikels zur Messung gelangen koOnnen. 


II. Die stofflichen Bestandteile des Energiewechsels. 


Als einen Vorteil der Benutzung von Salzzuckerlosung 
statt des Blutes zur Durchstrémung darf man wohl betrachten, 
da es durch Analyse der Nihrlésung mdglich ist, eine relativ 
genaue Einsicht in die Qualitét der verbrannten Nahrungsstoffe 
zu erhalten. 
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Normalversuche am arbeitende; 
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~jstehenden Herzen (Grundumsatz). 
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II. Periode 























Versuch 83 und 88: Bestimmung des Grundumsatzes. 


ohne CaCl, und KCl. 
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A priori und auf Grund der Experimente am Locke- 
tosenheimschen Apparat (S. 195) hatte ich erwartet, daB es 
nur zur Verbrennung des Zuckers kame, der in der Nihrlisung 
angeboten wurde; schon das erste Experiment mit verbesserter 
DurchstrO6mung zeigte aber, daf{ neben dem Zucker eine be- 
triichtliche Menge anderer Nahrstoffe zur Verbrennung kam. 
Diese Erfahrung bestitigte sich in allen anderen Versuchen: 
nach Abzug der Kohlenséure- und Sauerstoffwerte fiir den aus 
der Nihrldsung verschwundenen Zucker blieb eine in ihrer 
Gréfe schwankende Menge verbrauchten Sauerstoffs und ge- 
bildeter Kohlenséiure iibrig, die auf Rechnung anderer Ver- 
brennungsvorgange gesetzt werden multe. Der SchluB ist also 
zwingend, dai neben der Verbrennung, durch welche 
der Zucker zerstort wird, noch andere Prozesse in den 
iiberlebenden Herzen vor sich gehen, durch welche 
Bestandteile des Herzens, die durch eine Ausspiilung 
nicht entfernbar sind (,Reservestoffe%), unter Auf- 
nahme von Sauerstoff zu Kohlensiure verbrannt wer- 
den. (Vgl. Tab. Nr. 4.) 

Einen Unterschied zwischen Grund- und Arbeitsumsatz in 
dieser Beziehung habe ich bisher nicht finden kénnen; was also 
weiter unten vom Gesamtumsatz gesagt wird, gilt wahrschein- 
lich auch fiir seine beiden Komponenten. 


Die Natur dieser «<Reservestoffe>. 


Den ersten Gedanken, daf diese Verbrennung an dem 
Material durch das Auftreten reduktionshemmender Stoffe vor- 
getiuscht sein kénnte, muf man fallen lassen, weil der R.-Q. 
eindeutig dafiir spricht, daB es sich um fett- oder eiweibartige 
Nahrungsstoffe handelt.!) Zwar sind die Kohlensiurezahlen bis 
zum Experiment Nr. 84 nicht ganz einwandfrei (S. 44), aber 
sie kinnen héchstens zu hoch sein; auch der R.-Q. kénnte also 
nur zu hoch ausfallen: trotzdem bleibt aber fiir die Reserve- 
stoffe stets ein R.-Q. von ea. 0,74 tibrig. Bei allzukleinen 
Sauerstoff- und Kohlensiurewerten kann man natiirlich eine 


‘) Bemerkenswert ist, dafi in keinem der bisherigen Versuche de: 
R-Q. sich auf wesentliche Mengen von Glykogen deuten aft. 
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einwandfreie Bestimmung des R.-Q. nicht verlangen: kleine 
Fehler machen da schon zu grofe Unterschiede. 

Es liegt der Gedanke nahe, durch Stickstoffbestimmung 
auch noch die Gréfe der Eiweifverbrennung festzustellen und 
somit eine ganz sichere Kenntnis von der Qualitiit der Reserve- 
stoffe zu erhalten; jedoch haben diese Versuche noch nicht den 
gewlinschten Erfolg gehabt; die Gesamtstickstofizahl in der 
Losung, die dem Herzen zur Erniahrung gedient hat, ist un- 
brauchbar, weil darunter ja auch Eiweif sein kann, welches 
aus dem Herzen ausgeschwemmt ist. Der Stickstoffgehalt nach 
Fillung mit Phosphorwolframsaure hat wechselnde Werte er- 
geben, jedoch keine, die ein eindeutiges Resultat erkennen liefen. 
Zur Auflésung der Reservestoffe in ihre einzelnen Bestandteile, 
eine Frage, die ja grofes physiologisches Interesse hat, bedarf 
es also noch weiterer Arbeit. Ebenso muf die Saurebildung, 
die am Herzen unter gewissen Bedingungen zu beobachten ist, 
noch Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Es lift sich 
zwar leicht nachweisen, dafi atherldsliche Séuren in ganz ge- 
ringen Mengen in die Nihrlisung abgegeben werden, aber iiber 
die Natur der Séuren und ihre quantitativen Verhiiltnisse habe 
ich noch keine Untersuchungen anstellen kénnen.!) Einen ge- 
wissen Einblick aber in die Gréfe der Siiurebildung gewahrt 
schon die Kohlensiiurebestimmung der Nahrlosung: findet man 
weniger Kohlensiéure in ihr als in der Originall6sung, so muf 
vom Herzen eine entsprechenoe Menge Siure gebildet worden 
sein, welche wahrend des Versuches die Kohlensiiure aus der 
Nihrlésung austrieb. Doch kinnen die so gefundenen Siéure- 
werte nur Mindestwerte darstellen. In einem daraufhin genau 
untersuchten Falle mit guter Herztitigkeit (84) habe ich 
weder in der ersten noch in der zweiten Periode durch diese 
indirekte Bestimmung deutlich meBbare Mengen feststellen k6n- 
nen, in anderen Fiillen dagegen in der ersten Periode 0,6 bis 
2,5 cem !/10-norm.-Siure. Recht erhebliche Siuremengen bildete 
ein ktinstlich stillgestelites Herz (Vers. 88): in der ersten Periode 


1) Ich will deshalb hier noch nicht auf die Befunde am quergestreiften 
Muskel eingehen, wie sie von v. Frey und Gruber, Fletscher und 
anderen gemacht sind. 
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3.5 ccm. Danach scheint es, als ob die Nahrungsstoffe 
in der Norm vollstindig oder fast vollstaindig abge- 
baut werden. Aus welchen Nahrungsbestandteilen die bei 
schlechter Herztiitigkeit beobachteten Sauremengen stammen, 
lift sich heute noch nicht sagen. 


Das Verhiltnis der Zuckerverbrennung zum Umsatz 
der Reservestoffe. 
1. In den ersten zwei Stunden des Versuches. 

Das Material ist schon geniigend grof, um hier einige 
Angaben machen zu kénnen. Was zuniichst bei der Ubersicht 
aulfallen mu, ist eine ganz auberordentliche UnregelméBbigkeit: 
die Werte fiir den verbrannten Zucker schwanken zwischen 
6,8 und 35,9 mg pro Stunde, die fiir die Reservestoffe von 
2 bis 389 cem O,. Es schien zuerst unmdglich, eine Regel in 
diese Willkiir zu bringen. Beziehungen zum K6rpergewicht 
sind nicht zu entdecken. Doch wird, wie ich glaube, eine 
Aufkliirung ermdglicht, wenn man die Ernihrungsverhalt- 
nisse zum Vergleich heranzieht, unter denen die Tiere vor dem 
Tode gehalten worden sind; zur besseren Ubersicht habe ich 
in der Tabelle Nr. 5 den Quotienten berechnet aus der Sauer- 


Tabelle Nr. 5. 


Finfluf der Ernahrung auf das Verhaltnis der Zucker- zur 
«Reservestoff»-Verbrennung. 














Ver- Sauerstoffverbrauch fiir Ouotient 
suchs- Zucker- Reservestoff Vy Ernahrung 
Verbrennung Verbrennung a 
nummer ; X 
ccm | ccm 
66 26,9 | 4,8 5,6: 1 
69 19,9 | 4,2 4,7:1 Zuckerkost 
as 20.9 | 13.9 15:1 
S-i 12.5 16,9 08:1 
_ ; Fleisch-Fettkost 
RO 21.0 26.5 O.8:1 
i! 21,3 21,7 : 
70 8.8 17,9 0,5: 1 Hunger 
77 6 23,0 0,24: 1 
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stoffmenge des Zuckers und der der Reservestoffe und stelle 
nach diesem Gesichtspunkt die Resultate in der Tabelle zu- 
sammen; aus diesen, wenn auch wenigen Zahlen geht wohl 
mit ziemlicher Sicherheit eine Abhingigkeit von der Ernahrung 
vor dem Tode hervor: das Verhiltnis des Zuckersauerstoffes 
zu dem des Reservestoffs ist bei der Zuckerkatze = 5,6 bis 
1.5: 1, wahrend es bei Fleischfettkost und Hunger sich héchstens 
wie 1,0: 1 verhalt. 

Die Zahlen der anderen Versuche benutze ich aus dem 
Grunde nicht zu dem Vergleiche, weil ich tiber die Ernahrungs- 
art dieser Tiere nichts Bestimmtes aussagen kann: sie erhielten 
Speiseabfalle, somit zwar meist Fleisch und Fett, aber hie und 
da sicherlich auch Kohlenhydrate. 


2. In den weiteren Versuchsstunden. 


Das Mengenverhiiltnis von Zucker und Reservestoffen bleibt 
nun aber wihrend des einzelnen Versuches nicht das gleiche, 
es verschiebt sich von der ersten zur zweiten Periode anscheinend 
in gesetzmabi- 
cer Weise der- °| 
























art, daB die “7 * 4.000 
Zuckerver- “4% - ‘3000 
brennung 80} a es _- 

ee ae, oe a a : on 

die Reservee _| | | a a oa 

stoffe abneh- i 1 l H 

aie ‘ol, Ta- Aalorienverbeauch/ Herzarheit 

es Ne Fig. 6. 


belle Nr.4und | ; nant 

ne 7 “ Vers. 64. Normalversuch. Links: Kalorienverbrauch pro 
Fig. 6 und /); Stunde in der I, u. II. Versuchsperiode; schwarz = Anteil 
und zwar be- der verbraunten Reservestoffe; weit! = Anteil des ver- 


tris die Z brannten Zuckers. 
ragl ” ll techts: Herzarbeit in der I. u. II. Versuchsperiode, dar- 


nahme der gestellt durch die Forderungsgrofen an Kubikzentimeter 
. Wasser. 
Zuckerver- ” 


brennung bis etwa 10 mg pro Stunde. Dementsprechend steigt 
regelméfig der R-Q von der I. zur II. Periode. 


Als Anhang mag noch kurz die Tatsache Erwahnung finden, daf 
Locke-Rosenheimschen Apparat, dessen Fehler, wie oben aus- 
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einandergesetzt, in 
dem zu geringen 
Sauerstoffangebot 
—{2000 lag, neben der Zuk- 
kerverbrennung von 



































7000 ™* 
| einer Reservestoff- 
a eee 7 Va verbrennung so gut 
| Heorzarbeit wie nichts zu bemer- 


ken war. Wenigstens 
haben die Kohlensiu- 
rebestimmungen nie- 
mals Werte ergeben, die weit tiber die Gréffe der Zuckerverbrennung 
hinausgingen. Es ist das wohl eine sehr bemerkenswerte Folge des zu 
geringen Sauerstoffangebots, die ich unter den neuen besseren Verhii!t- 
nissen noch schirfer analysieren zu kénnen hoffe. 


Fig 7. 


Vers. 75. Normalversuch. Wie Fig. 6. 


Schlubfolgerungen. 


Als wichtigstes Resultat der Untersuchung ergibt sich dem- 
nach, dafi auch ein ausgespltiltes und damit von allen 
Nahrungsbestandteilen des Blutes befreites Herz Ei- 
weif und Fett verbrennt, d. h. von seinem eigenen 
Bestande lebt. Wie hat man nun diesen Befund zu deuten ? 
Handelt es sich um die Fortdauer der normalen Stoffwechsel- 
vorgiinge im tiberlebenden Herzen oder um Absterbeerschei- 





nungen ? 

Wollte man den Stoffwechsel des tiberlebenden Herzens 
als Sterbestoffwechsel ansehen, so miifte man in den «Reserve- 
stoffen» integrierende Bestandteile der Zelle selbst erblicken 
und annehmen, dafs sich den autolytischen vergleichbare Pro- 
zesse abspielen. Fiir ein Absterben wiirde auch die weiter 
oben schon erwiihnte langsame Abnahme der Gesamtenergie- 
wandlung sprechen, wie wir sie bei einzelnen Herzen finden. 
Kine Entscheidung in der Frage, die fiir die Vergleichbarkei! 
der Stoffwechselvorgiinge des tiberlebenden Herzens mit den- 
jenigen des normalen Organs entscheidend ist, ergibt sich aus 
dem Verhalten der Verbrennungsprozesse in den niichstfolgenden 
Stunden. Handelt es sich niéimlich um einen autolytischen Vor- 
gang, so muf die Reservestoffverbrennung in der zweiten Periode 
steigen. Gerade das Gegenteil ist der Fall: in der zweiten 
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Periode tritt die Zuckerverbrennung in den Vordergrund und 
die Reservestoffe werden nicht nur in prozentual, sondern auch 
absolut geringerer Menge verbrannt. Und so dringt diese Tat- 
sache zu dem Schlusse, daB in diesen Vorgiingen keine Ab- 
sterbeerscheinungen zu sehen sind. 

Wenn man sich aber nun auf den Standpunkt stellt, da wir 
hier eine Fortsetzung des normalen Stoffwechsels vor uns haben, 
so erscheint mir die Hypothese am ungewungensten, 
in den «Reservestoffen» Nahrungsmaterial zu er- 
blicken, das im KoOrper schon fixiert, aber noch nicht 
verbrannt worden ist.') Denn diese Auffassung libt sich 
am leichtesten sowohl mit der Tatsache in Einklang bringen, 
daB die Verbrennung der Reservestoffe im Verlaufe der Stunden 
in der Norm regelmibig abnimmt, als auch mit dem S. 230 
wahrscheinlich gemachten Einflu{8 der vorangegangenen Er- 
nihrung auf das Verhaltnis der Zucker- zu der Reservestoff- 
verbrennung im tiberlebenden Herzen. Es ware demnach ver- 
standlich, daB ein Herz, das im KOrper (bei Fleisch-Fettnahrung 
oder Hunger) hauptsachlich von Fett und Eiweifi gelebt hat, 
auch nach der Isolierung zuerst den mitgebrachten Vorrat an 
Nahrungsstoffen aufzehrt, den man sich als leichter verbrenn- 
lich vorstellen miiite als den angebotenen Zucker. Man weil 
ja, daB das Verbrennungsmaterial des Gesamtorganismus durch 
die Nahrung bestimmt wird. Wie das fiir die Gesamtheit der 
Organe gilt, so lait sich das auch fiir das Herz annehmen. 
Auffallend ist nur, dafi ein nicht geringer Teil der vom Herzen 
zu verzehrenden Substanzen fest fixiert und nicht ausspiilbar 
ist, und daB dieser Teil trotz tberreichlichen Angebotes von 
Zucker zuerst der Verbrennung anheimfallt. Dies gilt aber, wie 
es scheint, nur fiir die EiweiB- und Fettnahrung. Denn bei 
einem Tier, das vorher reichlich mit Zucker ernibhrt ist, ist die 
Zuckerverbrennung des Herzens sofort eine ganz erhebliche 
und nur geringe Mengen von Reservestoffen werden noch gleich- 


‘) Da diese Auffassung mir am meisten Wahrscheinlichkeit zu haben 
scheint, so sei vorléufig das bei den beobachteten Stoffwechselvorgangen 
aus dem Herzen stammende Verbrennungsmaterial als <Reservestoff» be- 
zeichnet, den das Herz gleichsam in den Versuch mitbringt. 
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zeitig verbrannt. Bei Zuckernahrung verbrennt also anscheinend 
das Herz direkt den angebotenen Zucker, wihrend es bei 
Eiweif- und Fettkost erst zu einer Fixierung des Eiweifes 
oder Fettes kommt und erst nach einiger Zeit zu deren Ver- 
brennung. Bemerkenswert erscheint mir, dai der R-Q nie auf 
Glykogen als «Reservestoff» hingewiesen hat. 

Folgen wir dieser Hypothese, so wiirden sich also die 
wechselnden Zahlen vielleicht folgendermafen erklaren lassen: 
Man muf annehmen, dai im tiberlebenden Herzen ein Rest 
schon fixierter Nahrungsstoffe aus EKiweif oder Fett vorhanden 
ist und zuerst verbrannt wird, daf daneben aber, wohl um 
den Energiebedarf zu decken, eine entsprechende Menge des 
Zuckers der Niihrldsung zur Verbrennung kommt. Sinkt der 
Vorrat an Eiweil} und Fett, so tritt an seine Stelle Zucker aus 
der Nihrlosung. Dies gilt sowohl fiir den Gesamtumsatz als 
auch, was bemerkenswert ist, fiir seine einzelnen Teile, den 
Arbeits- und Grundumsatz. 

Um diese Vorstellung experimentell zu begriinden, wire 
einerseits ein Vergleich zwischen dem R.-Q. des lebenden Tieres 
und seines tiberlebenden Herzens notig, anderseits die Unter- 
suchung der Stoffwechselvorgiinge der Herzen nach Zusatz von 
Fett und Eiweifi oder eventuell seiner Spaltprodukte zur Nihr- 
losung, Untersuchungen, die ich demniichst in Angriff zu nehmen 
gedenke. 

Die gegebene Deutung scheint mir die wahrscheinlichste 
zu sein. Man konnte zwar auch die Zuckerverbrennung ((ly- 
kolyse) als den primiiren Vorgang ansehen und die Verbren- 
nung der Reservestoffe als den sekundiiren. Da man aber 
dann fiir das Ansteigen der Zuckerverbrennung in der zweiten 
Periode keinen plausiblen Grund angeben kénnte, so glaube 
ich, dab die oben ausgesprochene Hypothese wegen ihrer Lin- 
fachheit solange den gr6feren Grad von Wahrscheinlichkei! 
besitzt, bis etwa das Experiment ihre Unhaltbarkeit erweise 
wirde. 

Aber ob man nun diese oder jene Vorstellung fiir walr- 
scheinlicher halten mag, schon die Tatsache des Ansteigen= 
des glykolytischen Prozesses an sich erlaubt weiterhin einen 
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ziemlieh sicheren Schlufi auf die Genese dieses — wie man 
ja heute geneigt ist anzunehmen — enzymatischen Prozesses: 
Im Herzmuskel selbst, der ja so gut von Blut ausgespiilt 
zur Untersuchung kommt, dai die Nihrlésung absolut farblos 
bleibt, muff die Moéglichkeit vorhanden sein, diesen 
glykolytischen Prozeh von sich aus ansteigen zu 
lassen, es bedarf also dazu keines duBeren Anstofies durch 
ein «inneres Sekret»; ja es scheint mir danach wahrschein- 
lich, daB tiberhaupt die Fiihigkeit zur Glykolyse dem Herzmuskel 
an sich zukommt, und daf er sie je nach Bediirfnis in Titig- 
keit treten lassen kann. Das schlieft allerdings nicht aus, 
daB diese Fihigkeit nur gewisse Grade erreichen kann und 
dafi fiir weitere Steigerungen Reizmittel von auBen notig sind. 
Kin weiteres Eingehen auf diese Fragen, die von seiten der 
Enzymforschung ja lebhaft ventiliert werden, verbietet sich, 
solange nicht weitere Versuchsreihen vorliegen. 

Das Gesetz von der Isoenergie der Nahrungs- 
mittel, das fiir den Gesamtorganismus gilt, laBt sich auch am 
Herzen leicht erweisen. Ein Blick auf die Tabelle lehrt, dag} 
die Herzarbeit mit den verschiedensten Nahrungskombinationen 
unterhalten werden kann; es gibt Herzen, die mit der Ver- 
brennung von geringen Zuckermengen und viel Reservestoffen 
mit einem R.-Q. von 0,74 dieselbe Arbeit zu leisten vermdgen 
wie in spiiteren Stunden, wo sie sich fast ausschlieBlich von 
Zucker erniihren. Allerdings kann aus diesen Untersuchungen 
die weitere Frage, ob der Muskel aus den einzelnen Nahrungs- 
mitteln entsprechend ihrem Kaloriengehalt seine Arbeitsenergie 
schopft oder ob in dieser Beziehung zwischen den Nahrungs- 
mitteln Unterschiede bestehen, nicht exakt entschieden werden, 
so lange nicht lingere Versuchsreihen vorliegen. 

In der Steigerung der Zuckerverbrennung im Verlauf 
jedes Versuches etwa einen Beweis fiir die Bevorzugung des 
Zuckers als Quelle der Muskelkraft anzusehen, verbietet sich 
aus der Tatsache, dai dasselbe Phiinomen auch ami still- 
stehenden Herzen zu beobachten ist. 











Uber das Verhalten von kauflichem Eieralbumin zu 
Jodwasserstoffsaure. 
Von 


Th. Wey) (Berlin). 





(Der Redaktion zugegangen am 7. August 1910. 


1. Dureh kurze Einwirkung von Jodwasserstoffséure von 
1,50D auf Eieralbumin bei 75° entsteht, wie im folgenden aus- 
fiihrlicher gezeigt wird, neben leicht l6slichen Produkten, deren 
Untersuchung noch aussteht, ein jodhaltiger Eiweibstoff, die Jod- 
albose. Sein bei Einwirkung von Jodwasserstoff auf Eieralbumin 
gebildetes jodwasserstoffsaures Salz lost sich in 98°/oigem Al- 
kohol!) und in Aceton. Die alkoholische Lésung wird durch 
Wasser, Ather oder essigsaures Athyl gefillt und durch Ein- 
tragen von essigsaurem Kalium ausgesalzen. Die Jodalbose lést 
sich in kohlensauren oder ftzenden Alkalien, besitzt also Séure- 
charakter. Aus den alkalischen LOsungen wird sie durch ver- 
diinnte Essigsiure gefiillt. Der Niederschlag wird durch starke 
Essigsiiure gelést. Die essigsaure, mit Wasser verdtinnte Losung 
wird durch Ferrocyankalium gefallt. Die Biuretprobe versagt, 
ebenso die Reaktion von Molisch. Aus letzterem Befunde wird 
auf das Fehlen der Kohlenhydratgruppe zu schlieBen sein. Auch 
die Schwefelbleiprobe wird nicht mehr erhalten. Da die al- 
kalischen Lésungen stark gelb gefiirbt sind, lieB sich nicht fest- 
stellen, ob optische Aktivitét vorhanden ist oder fehlt. 

Die beiden von mir analysierten Priiparate wurden auf ver- 
schiedenem Wege erhalten und zeigen eine etwas verschiedene 
Zusammensetzung. Ich habe die beiden Stoffe daher als Jod- 





') Es sei hier an die in Alkohol léslichen Chlorhydrate der Peptone 
erinnert, die Paal (Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. XXV, S. 1202 [1592) 
und Bd, XXVII, 8. 1827 [1894]) dargestellt hat. 
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albose A und B bezeichnet. Die Jodalbosen sind mit dem Jod- 
albumin von Hofmeister nicht identisch, wie dessen Zusammen- 
setzung (vgl. die Tab. auf S. 238) zeigt. In dieser Tabelle finden 
sich auch die analytischen Werte fiir die beiden Jodalbosen. 

2. In der Erwartung, der Jodalbose das Halogen leicht 
entziehen zu kOnnen, habe ich in ihre alkoholische Lésung 
trockenes Ammoniak eingeleitet.1) Der sofort entstehende Nieder- 
schlag erwies sich zwar noch immer als halogenhaltig. Die 
Reaktion fiihrte aber zu einem um deswillen bemerkenswerten 
Kirper — er mége Apojodalbose heifen —, weil dieser 
irmer an Kohlenstoff ist als seine Muttersubstanz. 
Vgl. die Analysen in der Tabelle auf S. 238. Auch die alko- 
holische Lésung von Anilin und Pyridin, aber nicht von Strychnin 
ruft in der alkoholischen Losung Niederschliige hervor.?) Der 
Korper besitzt durchaus Eiweifcharakter, wie nachfolgende 
eaktionen beweisen. Sie wurden in der schwach ammoni- 
akalischen Lésung des durch Ammoniak aus der alkoholischen 
Losung gefillten Kérpers angestellt. Verdtinnte Essigséure ruft 
Niederschlag hervor, der sich in stirkerer Saure wieder auflést. 
Der durch Salpetersdéure von 1,4D entstehende Niederschlag ist 
in der Warme loslich, erscheint aber wieder beim Erkalten. Durch 
cssigsaure und Ferrocyankalium erfolgt Niederschlag. Bei Halb- 
-iittigung mit Ammonsulfat erfolgt Niederschlag. Molisch und 
Schwefelbleireaktion waren negativ. Das Jod ist fest ge- 
bunden, da es sich erst nachweisen lie}, nachdem der Korper 
mit konzentrierter Schwefelsaure kurze Zeit erwarmt worden war. 

3. Nachdem durch die Auffindung der Apojodalbose er- 
wiesen war, dai in der Jodalbose ein Teil des Jods sich in 
‘esterer Bindung®) befindet, lieB ich auf die alkoholische Lésung 
der Jodalbose (vgl. oben S. 236) Zinkstaub zunichst in der Kalte, 


') In einer denkwiirdigen Arbeit haben Emil Fischer und Abder- 
halden, B. XXXIX, 8. 756 (1906) in ahnlicher Weise bei der Hydrolyse 
(les Seidenfibroins das erste Dipeptid erhalten. 

*) Gasférmiges NH, erzeugt keine Niederschlige in wiasserigen 
Losungen von Albumin, in sodaalkalischen Lisungen von Wittes Pepton 
und yon Jodalbose. 

*) Vielleicht im Imidazolkern. Vgl. Pauly, B. XLIII, S$. 2243 (1910). 
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darauf auch in der Wirme einwirken. Hierbei wurde ein jod- 
freies Produkt, die Redalbose, erhalten. Vgl. die Analysen 
in der untenstehenden Tabelle. Die Redalbose ist in atzenden und 
in kohlensauren Alkalien leicht léslich und aus diesen Lésungen 
durch verdiinnte Essigsiure fallbar. Sie wird zum Unterschiede 
von der Jodalbose und der Apojodalbose durch 25°/oige Essig- 
siiure nicht gelést. Durch etwa 20°/oige Natronlauge wird sie 
bei mehrstiindigem Stehen in der Kalte unter Abspaltung einer 
leicht fliichtigen Base, deren Geruch an den unreinen Skatols 
erinnert, verandert. Die Reaktion von Molisch, die Proben auf 
Schwefelblei und auf Biuret versagten. 

Die Redalbose nihert sich in ihrer Zusammen- 
setzung wieder ihrer Muttersubstanz, dem Eieralbumin. 
Doch ist ihr Stickstoffgehalt um etwa 1°/o niedriger. Ihre 
Reaktionen dagegen weichen von der des Eieralbumins in wesent- 
lichen Punkten ab. Es fehlen der Redalbose z. B. die Koagulier- 
barkeit und der bei der Hydrolyse des Albumins auftretende 


reduzierende Atomkomplex. 





Berechnet auf aschfreie Substanz 






























































Jod- Jodalbosen Apojodalbose | Redalbose 
Kier- albu- ies si 
: JOd- Ood- 2A 

albumin pais albose A | albose B sisitniaia Praep.] Praep.| Prae) 
meister) i | b a | b 2d | b . , . 
C | 52,4—53,3 | 47,9 [52,0 |51,8 [53,0 (52,7 [50,6 [50,9 | 51,2 | 53,4 | 53.5 
H] 7.1—7,4 6,6 | 6,9} 6,7] 7,3) 6.9] 6,7] 6,7} 7,2 7,4 | 7, 
N | 15,0—15,6] 14,3 [12,5 |12,8 [13,6 [13,8 [14,3 ioe | 14,2 | 141 
12-16 | 1,3 | 1,3 1,8 2,0 19] 15) 19 
J] 0 8.9 | 52| 5,31 3,6 3.7 31} 0 | (07) 

O | 22,9—24,3 | 21,0 [22,1 20,7 22,7 | 23,0 | 23,5 

Versuche. 


I. Jodalbosen. 25 g Eieralbumin (Kahlbaum) werden im 


Laufe von etwa 20 Minuten unter Turbinieren in kleinen An- 
teilen in 75 ccm Jodwasserstoffsaure von 1,50 D eingetragen. 
die sich in bedeckter Schale auf kochendem Wasserbade be- 


finden. Die Temperatur der Jodwasserstoffsiiure betrug 75°. 
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Die entstandene dunkelgefirbte, tibelriechende Fliissigkeit liBt 
man unter Umriihren in 250 cem Wasser einflieBen. Der ent- 
standene Niederschlag wird unter Wasser zerrieben. Nachdem 
er sich abgesetzt hat, wird die braune wiisserige Lésung abge- 
gossen und durch frisches Wasser ersetzat. In dieser Weise fihrt 
man fort, bis etwa 2! Wasser verbraucht sind. Dann saugt man 
den ockerfarbenen Niederschlag ab. Er wird abgeprebt, zuniichst 
auf Porzellan, dann im Vakuum tiber Schwefelsaéure und Natron- 
kalk getrocknet. Ausbeute 7,5 g, entsprechend 30°/o des an- 
gewandten Albumins. Der ockergelbe, mit Wasser hiiufig ge- 
waschene Korper ist in feuchtem Zustande in 98°/oigem Alkohol 
zum Teil loslich, nach dem Trocknen tiber Schwefelsiiure im 
Vakuum aber in Alkohol unloslich. 

Jodalbose A: Der noch feuchte, durch Wasser erhaltene ocker- 
farbene Niederschlag wird unter Erwarmen in 150 ccm 1°/oiger Sodalisung 
celst, filtriert, mit Wasser auf 750 ccm verdiinnt und mit 0,5° viger Essig- 
siiure vorsichtig ausgefallt. Der Niederschlag setzt sich gut ab; er wird zwei- 
mal mit Wasser, dem man wenige Tropfen der 0,5°/oigen Essigsiure zu- 
cesetzt hat, dekantiert. Dieser ProzeB der Lésung in Soda und Fillung mit 
Essigséure wird nochmals wiederholt. Das schlieBlich erhaltene rotbraune 
Sediment wird zweimal mit je 200 ccm 98°/oigen Alkohols durchgeschiittelt, 
jedesmal durch Abhebern vom Alkohol befreit und dann im Morser mit ab- 
solutem Alkohol verrieben. Der Alkohol wird abgegossen und zuletzt durch 
wasserfreien Ather ersetzt. Der Niederschlag ist jetzt sandig geworden und 
liBt sich im Vakuum iiber Schwefelsiure und Paraffin leicht trocknen. 
Er bildet zerrieben ein schwach briunlich gefirbtes Pulver. Die beiden 
mit dem gleichen, bei 100° getrockneten Priaparate angestellten Analysen 
ergaben folgende, auf aschehaltige Substanz ') berechnete Werte: 

a) 0.1996 g: 0,8707 CO, und 0,1211 H,O*) = 51,63°/o C und 6,82°/o H. 

0.1996 g: 0,0014 g Asche = 0,71°/o Asche. ?) 

0.2005 g: 22,4 ccm N (22,59 und 754 mm) = 12,4" N. 

0.1996 g: 00180 AgJ = 0,00973 J = 4,9°%/o J. 

0.5995 g (geschm. mit KOH + KNO,): 0,056 AgJ = 0,03026 J = 
5,04°%o J und (im Filtrate von AgJ) 0,0595 BaSO, = 0,00818 S == 
1,3°%o S. 

') Die Asche stammt fast ausschlieBlich aus dem als Rihrer be- 
nuizten Glasstab und aus der Porzellanschale, in der HJ auf EiweiB ein- 
gewirkt hatte. 

?) Die mit *) bezeichneten Analysen hatte Herr Dennstedt die 
Freundlichkeit, nach seiner vortrefflichen Methode fiir mich durch Herrn 
Dr. Kliinder ausfiihren zu lassen. 
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b) 0.2034 g: 0.3707 CO,, 0,1211 H,O und 0,0002 g Asche = 51,82°) ¢, 
6.70°/o H und 0,10°/o Asche.!) | 
0.1400 g: 16,7 ccm N (18,5° und 711 mm) = 12,8°%/o N. 
0,2034 g: 0,0200 AgJ = 0,01081 J = 5,3°/o J.*) 

Jodalbose B. Bei nochmaliger Darstellung der Jodalbose A zeigte 
sich nun, daB der jodhaltige EiweiBkérper, welcher bei Ausfallung der 
jodwasserstoffhaltigen braunen Fliissigkeit mit Wasser erhalten und noch 
nicht getrocknet worden war, sich zum groBen Teil in Aceton liste. 
Diese Beobachtung fiihrte zur Darstellung der Jodalbose B. Es wurden 
also 25 g Eieralbumin in 75 ccm HJ von 1,50 D in der unter Jodalbose A 
angegebenen Weise eingetragen und der braune Niederschlag, den Wasser 
in der jodwasserstoffhaltigen Reaktionsfliissigkeit hervorbrachte — er ent- 
spricht im wesentlichen der Jodalbose A —, mit 2 1 Wasser ausgewaschen, 
abgepreBt und dann in 200 ccm Aceton bei 45° gelést. Das mittels hiufig 
gewechselter Papierfilter erhaltene braune Filtrat*) wird verdunstet und 
der Riickstand in 150 ccm 1°/oiger Sodalésung unter Erwarmen gelist. 
Das Filtrat wurde dann genau, wie unter Jodalbose A geschildert ist (Ver- 
diinnen mit Wasser, Ausfallung mit Essigsaure usw.) behandelt. Das schlief\- 
lich nach dem Trocknen im Vakuum erhaltene Pulver war nach dem Zer- 
reiben fast weifs gefairbt. Ausbeute aus 25 g Albumin etwa 5 g Jodalbose, 
also 20°/o des angewandten Albumins. Die Analysen der bei 100° ge- 
trockneten Substanz ergaben folgende Werte: 

0.4025: 0,0145 Asche*) = 3,6°,0 Asche. 

0,692 (verschmolzen mit KOH + KNOQ,): 0,044 g AgJ = 3,5°o J und 
0,0862 g BaSO, = 1,720 S. 

0.5175: 60,2 com N (22° und 769 mm) = 13,1°/o N. 

0.1074: 0,2018 CO, = 51,2°%o C und 0,0678 H,O = 7,01°%)o H. 

0,1048: 0,1956 CO, = 50,88°/o G und 0,0630 H,O = 6,67°/o H. 

Apojodalbose: 25 g Eieralbumin (Kahlbaum) wurden, wie 
oben S. 238 unter Jodalbose angegeben, mit 75 cem HJ von 1,50 D 
verarbeitet. Der noch feuchte, durch Wasser in der Reaktions- 
fliissigkeit erhaltene und durch 1,51] Wasser ausgewaschene 
Niederschlag wurde noch feucht mit 250 ccm 98 °/oigen Alkohols 
iibergossen und unter hiufigem Umschiitteln 24 Stunden stehen 
gelassen. Die braune alkoholische Lésung wurde dann abge- 





'‘) Die mit ') bezeichneten Analysen hatte Herr Dennstedt die 
Freundlichkeit, nach seiner vortrefflichen Methode fiir mich durch Herrn 
Dr. Kliinder ausfiihren zu lassen. 

*) Es bleibt etwa ‘3 des braunen Niederschlages ungeliést zuriick. 

4) Die Asche stammt fast ausschlieBlich aus dem als Riihrer be- 
nutzten Glasstabe und der Porzellanschale, in welcher die Einwirkung 


von HJ auf Eiwei® erfolgt war. 
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hebert, filtriert und unter duferer Kihlung mit gasf6rmigem 
Ammoniak behandelt. Es entstand sofort ein weiber flockiger 
Niederschlag, der sich gut zusammenballt und aus regelmifigen 
Kugeln besteht. Er besitzt also ein krystallinisches Aussehen. 
Die iiber dem Niederschlag stehende Fliissigkeit wurde abge- 
hebert und durch 150 ccm 98°/oigen Alkohols ersetzt. Dann 
wurde nochmals unter iiuberer Kiihlung gasformiges Ammoniak 
eingeleitet. Niederschlag und ammoniakalische Fliissigkeit 
wurden auf dem Wasserbade erwirmt, bis sich der Niederschlag 
gut abgesetzt hat. Nachdem die ammoniakalische Fliissigkeit 
abgehebert ist, wird der Niederschlag abgesaugt, mit absolutem 
Alkohol, der mit gasformigem Ammoniak gesittigt ist, ausge- 
waschen und nach dem Abpressen in !/10 norm. Natronlauge 
gelist. Die auf 250 ccm mit Wasser verdiinnte Losung wird 
nach der Filtration mit '/10 norm. Essigsiure vorsichtig aus- 
gefiillt. Der flockig ausfallende Kérper wird nach dem Absitzen 
zweimal mit essigsaurem Wasser dekantiert, wiederum in der 
Natronlauge von angegebener Konzentration gelést und mit 
'1o norm. Essigséure vorsichtig ausgefillt. Der Niederschlag 
wird mehrfach mit essigsaurem Wasser dekantiert und durch Al- 
kohol, zuletzt mit Ather, wie dieses oben S. 239 angegeben wurde, 
behandelt. Die tiber Schwefelsiiure, Natronkalk und Paraffin ge- 
trocknete Substanz lift sich leicht zu einem weifien Pulver zer- 
reiben, das fiir die Analyse bei 100° getrocknet wurde. Aus- 
beute aus 25 g Eieralbumin 0,75 g Apojodalbose, entspr. 3 °/o. 
Er wurden zwei Praparate verschiedener Darstel- 

lung analysiert, die beide bei 100° getrocknet waren. 
Priparat I. 0,4725¢:0,0010g Asche =0,21°o Asche. 

0,5325 g (geschm. mit KOH + KNOQ,) : 0,0365 AgJ = 3,7° 0 J 

und 0,0790 g BaSO, = 2,03 °/o S. 

0,1176¢ :15,5cem N (18° und 714 mm) = 14,3° 0 N. 

0,1546 g : 0,2837 g CO, = 50,5 %o C und 0,0921 g H,O = 6,690 H. 

0,1048 g : 0,1956 CO, = 50.8 C und 0,0630 g H,O = 6,67 ° o H. 
Praparat II. 0,1956 g : 23,6 cem N (20° und 761 mm) = 13,8°/o N. 

0,293 g: 33,9cem N (18° und 773mm) = 13,6 %o N. 

0,1653 g : 0.3097 g CO, = 51,09 °/o C. H,O Bestimmung verloren. 

0,1259 g : 0,2365 CO, = 51,22 °/o C und 0,0820g H,O = 7,22°/oH. 

0,7035 g : 0,041 g AgJ = 3,14 %/o J (Kalkmethode). Keine Asche. 
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Th. Weyl, Uber Eieralbumin. 


Redulbose: Die nach $. 239 erhaltene braune alkoholische 
Losung der Jodalbose bleibt zuniichst in der Kiélte 24 Stunden 
unter hiiufigem Umschiitteln stehen. Sie ist dann nahezu farb- 
los geworden. Nun fiigt man nochmals Zinkstaub hinzu und 
digeriert die Losung auf dem Wasserbade etwa 5 Stunden lang.') 
Nach volligem Erkalten wird abgesaugt und mit 95°/oigem Al- 
kohol mehrmals nachgewaschen. Dann verteilt man den vom 
Filter genommenen Niederschlag in !/10 norm. Natronlauge und 
erhalt nach mehrmaligem Umschiitteln eine leicht filtrierende 
LoOsung. Sie setzt nach 2% stiindigem Stehen in der Kiilte noch- 
mals einen flockigen Niederschlag ab, von dem sie durch 
Filtration befreit wird. Dann verdiinnt man die alkalische 
Liésung (200 ccm) mit Wasser auf einen halben Liter und 
fallt sie mit 1/10 norm. Essigsiiure vorsichtig aus. Wie oben 
S. 239 unter Jodalbose angegeben ist, wird der Niederschlag 
dekantiert, L6sung und Fiillung wiederholt und schlieblich durch 
Behandlung mit Alkohol?) und Ather nach dem Trocknen im 
Vakuum iiber Schwefelsiure, Natronkalk und Ather eine Masse 
erhalten, die sich leicht durch Zerreiben in ein fast weifes 
Pulver verwandeln labt. Es wurde fiir die Analyse bei 100° 
getrocknet. Ausbeute: 11,5g Redalbose aus 150 g Eieralbumin, 
also 7,7 %/o, 

a) 0.8795 g: 0.0230 Asche (ZnO) = 0.01846 Zn = 2,1 °/o Zn. 
1,331 g¢ (geschm. mit KOH -++ KNQ,) : 0,1450 Ba SO, = 149°. 8. 
0.2594 g :33.3cem N (18° und 711 mm) = 13,9°/o N. 
0.1479 g : 0,2829 CO, und 0,0966g H,O = 52,16°%o C und 7,25°  H. 


b) 0.3020 ¢:0,0070 Asche (ZnO) = 0,0056 Zn = 1,8 °o Zn. 
0.168 g: 20,49 ccm N (228° und 764 mm) = 13.8 °%/o N. 
0.5402 ¢ (geschm. mit KOH -++ KNO,):0,0070 g AgJ == 0,69°o J und 
0,0775 g BaSO, = 1,9 %o S. 


0.1968 g:0.3779 CO, und 01313 H,O = 52,3°/0 GC und 7,4° 0 H. 


Organisches Laboratorium der Technischen Hochschule 
Charlottenburg. 


') Bei Praparat I] war das Erwairmen mit Zinkstaub unterlassen 
und daher ein noch etwas jodhaltiges Produkt erhalten worden. 

*) Hierbei treten Verluste ein, da die frisch gefallte Redalbose in 
Alkohol etwas ldslich ist. 
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Eine neue Methode zum leichten Nachweis 
und zur raschen Ausscheidung von Arsen und gewissen 
Metalisalzen aus Flissigkeiten. 


Von 
C. E. Carlson, Lund. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. August 1910.) 


I. 


Bei meinen Studien iiber die Methodik der Arsennach- 
weise ist es mir gegliickt eine — soweit mir bis jetzt bekannt 
- vyollig neue Methode fiir schnelle Ausscheidung und Isolie- 
rung von Schwefelverbindungen gewisser Metallsalze aus 
Fliissigkeiten zu finden, die ich hiermit der Forschung zur 
seneigten Prifung vorlege. 

Da ich die Hauptergebnisse sowohl wie die Anregungen 
zu weiteren Untersuchungen meinem Studium der Arsenver- 
bindungen zu verdanken habe, so beginne ich hier auch mit 
diesen. 

Wenn man eine verdiinnte L6sung von arseniger Siiure 
mit Schwefelwasserstoff versetzt, so entsteht bekanntlich keine 
Fillung. Wahrend der Geruch des Schwefelwasserstoffes ver- 
schwindet, firbt sich die Fliissigkeit gelb von dem gebildeten 
Arsentrisulfid, die Mischung jedoch verbleibt vollkommen klar. 

Aber es ist zu bedenken, daf man hier ja eine Lésung 
im eigentlichen Sinne nicht vor sich hat, sondern das Arsen- 
‘risulfid kommt nur in auferordentlich fein verteiltem Zustande 
geschlammt in der Fliissigkeit vor oder mit kurzen Worten 
in kolloidalem Zustande, ausgestattet mit allen den Eigen- 
schaften, die solehen Stoffen zukommen. Demnach wird das 
Schwefelarsen allmihlich nach lingerem Stehen von selbst und 
‘fast unmittelbar nach Zusatz von Salzsiiure ausgeschieden. 
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Kolloidales Schwefelarsen erhilt man mithin am besten. 
wenn man neutrale LOsungen anwendet. Setzt man indessen 
Schwefelwasserstoff zu einer soeben mit Salzséure gesiiuerten 
LOsung von arseniger Saure, so wird man wahrnehmen, daj} 
ebenfalls hier nicht sofort ein erkennbarer Niederschlag von 
Arsentrisulfid entsteht, vorausgesetzt natiirlich, dab es sich nur 
um geringe Quantitaéten von Arsen handelt. Die Mischung nimmt 
hdéchstens eine opalisierende Fiirbung an, aber passiert vollig 
das dichteste Filter. Man muf also hier wohl auch sagen, dal} 
das Schwefelarsen sich in gewissem Grade in kolloidalem Zu- 
stande befindet. 

Will man eine deutlich erkennbare Fallung in einer der- 
artigen sauren L6sung des Schwefelarsens bewirken, so mul} 
man die Mischung ja mindestens 12, am besten 24 Stunden 
und zwar am vorteilhaftesten an warmer Stelle stehen lassen. 
Die letzterwiihnte Mafbregel ist vonnéten, wenn es sich um 
die Fallung von Arsensiiure mit Schwefelwasserstoff handelt, 
falls diese nicht zuvor reduziert worden ist etwa mit schwelfliger 
Siure. 

Soll nun nach 24stiindigem Stehen das vielleicht ent- 
standene Schwefelarsen noch weiter identifiziert werden — 
dies ist namlich notwendig, insofern es sich um minimale 
Mengen handelt, weil gefallter Schwefel oft eine genaue beo- 
bachtung des Schwefelarsens ausschlieBt —, so ist dasSammel!n, 
wobei das kleinste Filter zur Anwendung kommen und die 
Waschung, die mit schwefelwasserstoffhaltigem Wasser vorge- 
nommen werden mu, eine sehr zeitraubende und wegen des 
Schwefelwasserstoffgeruches unangenehme Operation, sogar 
in dem Falle, wenn es sich um so kleine Mengen der Fliissigkei! 
wie 50—100 cem handelt. Hierzu kommt ja weiter fortgesetzte 
Identifizierung des im Filter aufgesammelten Schwefelarsens. 

Bei Untersuchung von Organteilen auf Arsen wird woh! 
in der Regel dieser Stoff mit Schwefelwasserstoff gefiilll, 
nachdem die organische Substanz soweit méglich in einer oder 
anderer Weise zerstOrt worden ist. 

Liegt indessen die organische Substanz, in der Arsen 
nachgewiesen werden soll, nicht in allzu voluminéser Form 
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vor, so wird das Arsenik am leichtesten ausgezogen durch 
die Schneidersche Destillationsprobe. Dieses Verfahren 
kommt vorteilhaft zur Anwendung, wenn es den Nachweis von 
Arsen in Tapeten, Geweben u. a gilt. 

Bei richtigem Vorgehen hat man nun bereits die Arsen- 
menge in dem salzsauren Destillate als arsenige Saure. Das 
Arsenik kann nun hieraus isoliert werden auf nur zweifache Art. 

Entweder mit Schwefelwasserstoff in der Weise, wie un- 
gefiihr oben erwahnt (24-stiindiges Stehenlassen, Waschen usw.) 
oder aber auch durch Abdunstung der ganzen Flilissig- 
keitsmenge im Wasserbade. Im letztgenannten Falle muh 
jedoch ein Oxydationsmittel hinzugesetzt werden wie z. b. 
Salpetersdure oder chlorsaures Kali, um die Verfliichtigung des 
Arsentrichlorids zu verhindern. Man erhiilt dann einen Rest 
von Arsensaure. 

Daf eine Verdunstung bis zur Trockenheit in diesem 
Falle am rationellsten ist, wenn es sich um eine quantitative 
Bestimmung handelt, ist unzweifelhaft. Abdunstung im Wasser- 
bade von Konigswasser ist gleichwohl teils zeitraubend, teils 
verursachen die chlorhaltigen, sauren Diimpfe, die bei Ver- 
dunstung eines derartigen Destillates entstehen, wesentliche 
Unannehmlichkeiten. Aus diesem Grunde nimmt man diese 
Operation ja nicht sehr gerne vor. 

Mit wenigen Worten: Von welcher Seite man die Sache 
auch betrachten mag, eines steht fest: die jetzt beliebte Aus- 
scheidung des Arsens aus einer LOsung ist mit Zeitverlust und 
Unannehmlichkeiten mehrfacher Art verknupft. 

Meine Versuche setzten sich deswegen zum Ziel, eine 
einfache Methode ausfindig zu machen, durch die man so 
gut wie in einer Operation nicht nur Arsen nachweisen und 
ausscheiden, sondern auch in kurzer Zeit sogar die geringsten 
Mengen dieses Giftstoffes aus Lésungen isolieren kénne, gleich- 
viel ob diese nun sauer seien oder neutral. 

Allzuviel Hoffnung auf gliickliches Gelingen durfte ich 
mir von yornherein nicht machen, da das Gebiet ja allseitig 
und griindlich durchforscht worden ist. Wie meine Arbeit sich 
gestaltete und mit welchem Erfolg sie gekrént wurde, will ich 
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hier kurz darlegen. Vorausschicken will ich, da es sich hier nur 
um minimale Mengen handelt: Bruchteile eines Milligramms, 
teils als arsenige Saéure, teils als Arsenséiure und deren Salze. 


Qualitativer Arsennachweis. 

Wir nehmen beispielsweise an, dafi wir mit 100 g einer 
etwa 10°/oigen Chlorwasserstoffsdure operieren, worin etwa 
0,10 mg Arsen!) sich als arsenige Séure befinden, die zu- 
niichst nachgewiesen und darauf fiir eventuelle weitere Be- 
stimmung isoliert werden soll. Zu Beginn soll erst von rein 
qualitativem Nachweise die Rede sein. 

Obwohl es auferordentlich feine Proben gibt fiir den 
Nachweis von Arsen, diirfte man doch nicht allzu schnell und 
mit allzu groBer Sicherheit in der Lage sein, hier das Arsen 
zu erkennen. 

Sowohl die Bettendorffsche wie die Reinsche Probe, 
die am leichtesten auszufiihren sind, diirften kaum empfindlich 
genug sein, um hier zur Anwendung kommen zu konnen. Und 
auch wenn man hier einen grauen Uberzug auf das Kupfer 
(Reinsche Probe) erhalten sollte, so kann man nicht sicher 
sein, dab es eine Arsenreaktion ist, da f&hnliches Verhalten 
gegen Kupfer auch Antimon, Quecksilber und noch andere 
Metalle zeigen. 

Was hingegen die Schiirfe betrifft, so diirfte die Hager- 
Gutzeitsche Probe nicht zu wiinschen itibrig lassen. Da in- 
dessen sowohl Phosphor und Antimon als auch Schwefelwasser- 
stoff unter denselben Bedingungen gleiche Reaktionen ergeben 
und da auferdem hinzukommt, da’ man in den meisten Fallen 
schon mit den Reagenzien, die angewendet werden sollen, 
Reaktionen erhilt, die als soleche an Arsen erinnern, wegen 
der groben Empfindlichkeit der Probe, so hat man immerhin 
Bedenken, sich dieser Probe zu bedienen. 

Es ist Tatsache, da auch hier die Marshsche Probe 
Verwendbarkeit finden konnte. Diese erfordert indessen die 
Herrichtung eines besonderen Apparates nebst einem an mehreren 
Stellen ausgezogenen Glasréhrchen von schwer schmelzbarem 


') Hier ebenso wie im folgenden wird die Berechnung fiir me- 
tallisches Arsen (As) angestellt, nicht fiir arsenige Saéure (As,Q3). 
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Material sowie Chlorcalciumréhrechen zum Trocknen der Gase 
u.a.m. Da nun zur richtigen Bedienung des Marshschen 
Apparates einige Ubung unabweisbar ist, so mui zugegeben 
werden, dali eben mit dieser Methode zuviel Zeit und Miihe 
verwendet werden fiir den zu erreichenden Zweck. 

Sehen wir ab von einigen anderen Proben, die mehr oder 
minder zweifelhaften Wertes sind, so bleibt uns nichts anderes 
iibrig, als die Ausscheidung des Arsens als Schwefelarsen. In 
diesem Falle entsteht, wie eingangs erwahnt, eine deutlich 
wahrnehmbare Fillung erst nach 12—24stiindigem Stehenlassen. 

Hierbei kann es aber auch eintreten, dai das Schwefel- 
arsen verdeckt wird durch den ausgeschiedenen Schwefel, so 
dai eine nochmalige Identifizierung sich als notwendig heraus- 
stellt durch Aufsammeln und Waschen usw., wie bereits oben 
hervorgehoben. Also auch hier eine langwierige und keines- 
wegs miithelose Manipulation. 

Wenn man absieht vom Nachweis des Arsens als «Spiegel » 
auf trocknem Wege, so diirfte doch keine Arsenreaktion auf 
feuchtem Wege so charakteristisch sein, wie wenn es_ in 
Schwefelarsen tibergefiihrt wird: denn auch bei den winzigsten 
Quantitéten k6énnen kleine Mengen Schwefelarsen an_ ihrer 
soldgelben Farbe selbst in betriéchtlichen Fliissigkeitsmengen 
konstatiert werden. 

K6nnte man daher durch ein einfaches Mitte! das nach 
Zusatz von Schwefelwasserstoff sich im kolloidalen Zustande 
befindliche Schwefelarsen zwingen, sich sogleich in Flocken 
abzusetzen, so wiirde man, wie auf der Hand liegt, hiermit 
cine wertvolle qualitative Probe gewonnen haben. 

Zu der oben erwiihnten mittels Salzsiure gesiduerten 
LOsung, die 0,10 mg As enthielt, wurden 50 ccm Schwefel- 
wasserstoffwasser gesetzt, und darauf versuchte ich diese 
Mischung mit verschiedenen Stoffen zu behandeln, um das 
Schwefelarsen zur Ausscheidung zu bringen. 

Nachdem einige Experimente mit unorganischen Ver- 
einigungen mifgliickt waren, setzte ich die Versuche mit 
organischen Lésungsmitteln fort. 

Nach den Biichern ist Schwefelarsen unldslich in Alkohol. 
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Bei Zusatz hiervon schien die Fillung des Arsens gefordert 
zu werden. Doch da ja grofe Mengen erforderlich waren, 
konnte Alkohol nicht weiter in Frage kommen. 

Danach wurden Versuche mit Athylither angestellt, die 
ganz unerwartete Resultate ergaben. 

Etwa 20 ccm Ather wurden der mit Schwefelwasserstoff- 
wasser versetzten Arsenlésung hinzugesetzt, und die Mischung 
wurde eine oder zwei Minuten hindurch kriftig geschiittelt. 

Bereits nach 1 Minute Ruhe entstehen zwei sehr deutlich 
getrennte Fliissigkeitsschichten. Die untere saure Flissigkeits- 
schicht ist véllig klar und farblos und scharf von der Ather- 
schicht geschieden. Diese letzte zeigt eine deutliche Gelb- 
farbung von natiirlich nichts anderem als eben Schwefelarsen, 
das im Ather teils in feinen Fléckchen, teils aufgelist er- 
scheint. Die véllige Klarheit der unten lagernden Fliissigkeits- 
schicht und die reichliche Entstehung von gelber Fiillung in 
der Atherschicht scheint anzudeuten, daB® eine so gut wie 
vollstiindige Ausscheidung des Arsens in Gestalt von Schwefel- 
arsen, in diesem Falle 0,10 mg As als As,O, in 100g 10°/oiger 
Salzsiure stattgefunden hat. 

Auch werden Versuche mit anderen Loésungsmitteln ge- 
macht, von welchen mehrere wie Benzol und Petroleumbenzin 
sich dhnlich verhalten. Chloroform scheint das Schwefelarsen 
vollstiindiger aufzulésen als Ather. Die Chloroformschicht blie!) 
auf dem Boden der Flasche zuriick. 

Bei fortgesetzten Versuchen ergab sich die Verwendung 
von Ather als am vorteilhaftesten. Indessen wurde die Probe 
jetzt wie folgt modifiziert. 

Da ich befiirchtete, dafB die Anwendung von Schwefel- 
wasserstoff eine allzu grofe Verdiinnung der Fliissigkeit ver- 
ursachen kinnte, und die Einftihrung von Schwefelwasserstot! 
direkt eine unangenehme Operation ist, bediente ich mich an- 
fangs der von Schiff als Ersatz des Schwefelwasserstoffes 
empfohlenen Thioessigsiure,'!) und da es sich hier um kleine 

1) Jetzt verwende ich indessen wieder ausschlieflich H,S, da ich 
gefunden habe, daf nur geringe Mengen hiervon zur Probe ndétig sind 
(10—15 cem), wenn diese mit Ather behandelt wird. 
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Mengen Arsen handelt, verwandte ich eine Lésung von ca. 5 g 
in 95 g ca. 91°/oigen Alkohols. 

Handelt es sich um Arsenséure, ist Thioessigsiure am 
vorteilhaftesten zu verwenden (néher unten), wiihrend Schwefel- 
wasserstoff rascher die arsenige Saure ausfiillt. — Die Lésung, 
die auf Arsen untersucht werden soll, wird in einen Scheide- 
trichter gegossen, der zylindrische Form und eine fir den 
Versuch angemessene Grdfe besitzt, sowie eingeschliffenen 
Glaspfropfen und Glashahn. 10—15 ccm gesiittigtes Schwefel- 
wasserstoffwasser werden zugesetzt. Darauf wird so viel Ather 
hinzugetan, dafB nach 1—2 Minuten kriftiger Umschiittelung 
ca. 2eem hohe Atherschicht tiber der Wasserlésung steht. 
Auf 100g Fliissigkeit werden etwa 20—25 ccm Ather ver- 
wendet. 

Nach einer Minute Ruhe entstehen zwei scharf geschiedene 
Schichten und das Vorhandensein von Arsen dokumentiert sich, 
indem das Schwefelarsen in der Atherschicht flockenweise 
herumschwimmt, ein Vorgang, der leicht wahrzunehmen ist. 
Das letztere beruht hauptsachlich auf der Konzentration, die 
man hier zu bewirken vermag. 

Obwohl die Probe an und fiir sich schon ausreichend 
charakteristisch ist, kénnen die Verhiltnisse es zuweilen so 
fligen (wortiber mehr weiter unten!), dab ein weiteres Identi- 
lizieren notig erscheint. Dieses geht nun sehr leicht vonstatten, 
da die Mischung sich in einem Scheidetrichter befindet. Man 
Offnet dessen Hahn, und die untere Schicht la®t bis auf einige 
Tropfen vollstiindig abscheiden. Der Ather nebst dem Schwefel- 
arsen wird in einen Glasbecher oder eine Porzellanschale auf- 
genommen, und nach vorsichtiger Abdunstung habe ich das 
Schwefelarsen isoliert in so gut wie reiner Form. 

Ich kann am leichtesten hiervon einen «Spiegel» erhalten, 
wenn ich es mit Soda-Cyankalium vermische und nach der 
Methode von Fresenius-Babo reduziere. Selbstverstindlich 
kOnnen die anderen Proben fiir Arsennachweis hier zur Ver- 
wendung kommen, wenn man das Schwefelarsen noch mehr 


zu identifizieren wiinscht. 
Wie sich aus dem oben Gesagten ergeben diirfte, kann 
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ich also mittels meiner Probe bereits so geringe Mengen von 
Arsen wie 0,10 mg in 100 g Salzséurelésung in ein paar Mi- 
nuten deutlich und einwandfrei nachweisen, fallen und in fast 
reinem Zustande als Schwefelarsen isolieren. 

Indessen bleibt die Empfindlichkeit der Probe nicht hierauf 
beschriinkt, sondern auf einfache Weise kann die Methode ver- 
scharft werden, so dai Schwefelarsen noch augenscheinlicher 
hervortritt. Dieses geschieht einfach durch Zusatz von Alkoho! 
oder konzentriertem Spiritus. In der Beschreibung der folgenden 
Versuche werde ich eingehender darauf zuriickkommen. 

In einem Scheidetrichter werden 100 ccm etwa 10°/oige 
Salzsiiure mit 10 ccm Schwefelwasserstoffwasser versetzt und 
nach Umschiittelung mit 20 ccm Ather, worauf die Mischung 
wieder kriiftig geschiittelt wird. Zwei scharf geschiedene 
Fliissigkeitsschichten entstehen aber mit vollkommen klarer 
und farbloser Grenzflache. 

Nun wird die Probe so ausgefiihrt, daB zu 100 ¢ der 
10°/o igen Salzsiure 1 ecem einer LOsung der 0.015 mg As 
als As,O, enthilt, bevor das Schwefelwasserstoffwasser hin- 
zugefiigt wird. Nach kriiftigem Umschiitteln mit Ather sieht 
man jetzt an der Grenzflaiche zwischen den Fliissigkeitsschichten 
eine goldig schimmernde Zone, die augenscheinlich aus Schwefe!- 
arsen besteht. Diese Zone ist indessen schwer wahrzunehmen 
und eine zweckmiibige Beleuchtung ist hierzu erforderlich. 
Wird jedoch der Glaspfropfen entfernt und werden Alkolio! 
oder konzentrierter Spiritus in den Ather gegossen, so nimmt 
das Schwefelarsen in selbigem Augenblicke, wo es vom Al- 
kohol getroffen wird, feste Form an, rollt sich zusammen und 
schliigt sich nun in leicht kenntlichen Flocken nieder. Nach 
Umschiittelung verschwinden, diese Flocken, um nach erneutem 
Zusatze von Alkohol wieder aufzutreten. 

Der Zusatz von Alkohol trigt somit in hohem Grade 
zur Schiirfung der Probe bei, falls es sich um den Nachweis 
minimaler Mengen handelt. Ja, in der Tat kann mit Hille 
dieser neuen Probe sehr leicht so winzige Mengen Schwefelarsen 
deutlich wahrnehmen wie solche, die sich ergeben von 0,001 ng 
As auf folgende Weise: 
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10 cem "/io As,O, werden mit Wasser verdiinnt zu 
1000 ccm. 10 ccm hiervon (0,375 mg As) werden zu 300 cem 
verdiinnt. In einem schmalen Probierréhrchen (am_ besten 
mit Glasst6psel) wird 1 ccm hiervon (= 0,001275 mg As) mit 
5 Tropfen HCl (10° 0) sowie 10 Tropfen Schwefelwasserstoff- 
wasser versetzt und umgeschiittelt. Nach Verlauf von ein 
paar Minuten wird 1 ccm Ather zugesetzt, und die Mischung 
wird kriaftig eine einzige Minute lang geschittelt. Wird nun 
Alkohol tropfenweise zugesetzt, so zeigen sich hier auch deut- 
liche gelbe Flocken von As,S., die noch leichter wahrgenommen 
werden kénnen, wenn man das Probierglaschen in geneigter 
Stellung halt gegen einen weifen Bogen Papier. Indem man eine 
blinde Probe macht, wird man den Unterschied leicht gewahr. 

Bei obenerwiihnten Versuchen sind lediglich arsenige 
Siure sowie deren Salze zur Anwendung gekommen. Was 
die Arsensiéure betrifft, so zeigt sie ungefiahr dasselbe Ver- 
halten wie die arsenige Séure bei dieser Probe. Die Thio- 
essigsaure zeigt sich hier schneller imstande, das Arsen zu 
fiillen, als der Schwefelwasserstoff. Wenn ich zu z. B. 100 g 
von etwa 10- bis 15°/oiger Salzséiure, die 0,075 mg As als 
arsensaures Kali enthilt, mit Schwefelwasserstoffwasser ver- 
setze, so bleibt die Mischung mehrere Stunden hindurch klar. 
Wird dagegen statt Schwefelwasserstoff 1—2 ccm Thioessig- 
siiureldsung hinzugesetzt, so ist nach Verlauf von 10 Mi- 
nuten eine deutliche Opalisierung wahrnehmbar und nach Zu- 
satz von Ather und nach kriftigem Umschiitteln tritt das 
Schwefelarsen in Ather deutlich hervor. 

Setzt man dagegen gleich von Anfang an Ather zusammen 
mit Schwefelwasserstoff, so tritt auch hier nach 10 bis 20 
Minuten Ruhe eine Opalisierung ein und nach aufs neue Um- 
schiitteln tritt das Schwefelarsen in Ather ans Licht. 

Somit ist die Probe ebenfalls fiir Arsensiure und deren 
Salze verwendbar. Aber es ist wohl zu merken, da hier 
die Reaktion nicht veriaéuft augenblicklich wie bei der arsenigen 
Sdure, sondern man mui die Mischung stehen lassen we- 
nigstens 20 Minuten. 

Unter allen Umstiinden beférdert die Gegenwart von Ather 
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die Ausscheidung des Schwefelarsens héchst wesentlich und dieses 
triigt auch zur leichten Erkennung nach Stehenlassen bei. 


(\uantitative Bestimmung des Arsens. 

Infolge der Leichtigkeit, mit der es mir gelungen war, 
sogar kleinste Mengen Schwefelarsen darzustellen, wie oben 
geschildert, mufte sich mir unmittelbar die Frage aufdrangen: 
Entsteht bei der Ausschiittelung mit Ather eine vollstindige 
Fiillung des Arsens als Schwefelarsen und kann die Methode 
somit Verwendung finden bei quantitativen Bestimmungen von 
Arsen in Losungen. 

Die Antwort ergibt sich am besten aus der Schilderung 
der folgenden Versuche, die zur Eruierung dieser Sache von 
mir angestellt wurden. 

Fiinf cem ®/500 As,O, (jedes ccm = 0,075 mg As) wur- 
den im Separiertrichter gemischt mit etwa 100 ccm Salzsiiure 
von 10 Prozent Stirke. Hierzu fiigt man 10 cem Schwefel- 
wasserstoffwasser. Danach wurden 20 ccm Ather hinzugesetzt 
und die Mischung wurde kriftig ein bis zwei Minuten lang 
hin und her geschiittelt. Nach einer Minute Ruhe ist das 
Schwefelarsen in die Atherschicht iibergegangen. 

Da, wie oben schon angefiihrt, 0,015 mg As auf diese 
Weise in 100 g Flissigkeit nachgewiesen werden kénnen, so 
kann, wie auf der Hand liegt, dieselbe Probe aufs neue ver- 
wendet werden, um in Erfahrung zu bringen, ob 0,015 mg 
oder mehr in dieser sauren Wasserschicht vorhanden sind. 
Zu diesem Zwecke wird sie in einen andern Scheidetrichter 
gezapft und von neuem mit Ather geschiittelt. Nach einer 
Weile Ruhe kann eine gelbfarbige Zone bemerkt werden und 
nach Zusatz von Alkohol zeigen sich auch deutliche, wenn auch 
minimale Flickchen von Schwefelarsen. Nach Abzapfen und 
zum dritten Male wiederholten Umschiitteln konnte kein aus- 
geschiedenes Schwefelarsen mehr wahrgenommen werden. 

Nahe lag es nun nach Abzapfung der unteren sauren 
Fliissigkeit das Schwefelarsen auf ein Filtrum zu sammeln. Dies 
lie} sich indessen nicht ausfiihren, denn ein Teil von As, 
hatte sich im Ather gelést. Statt dessen verfuhr ich wie folgt: 
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Die saure LOsung wurde abgelassen, soweit wie es még- 
lich war, und die Athermischung lieB ich in einen Becher, 
der ca. 200—250 ecm fassen konnte, ablaufen. Die Mischung 
wurde verdunstet bis zur Trockenheit. Auf dem Grunde des 
Hechers befand sich jetzt As,S, in gelben sternformigen Ge- 
bilden. Nachdem dieses Schwefelarsen in Kalilauge aufgelést 
worden war, verfuhr ich, wie unten beschrieben ist, und 
erhielt bei der Titrierung sehr gute Ergebnisse. 

Indessen war diese Methode allzu umstandlich, ich schaute 
daher nach einer einfacheren aus. Die Nachteile, auf die hin- 
zuweisen ich nicht unterlassen darf, sind niimlich folgende: 
Bei der Abzapfung des Athers bleibt ein Teil des Schwefel- 
arsens an den Wandungen des Scheidetrichters hangen. Dieses 
kann freilich sehr leicht mit Wasser hinab in den Becher 
cespult werden, aber hierdurch wird die Fliissigkeitsmenge 
unnotig vermehrt, die verdunsten soll. Weiterhin mufte die 
Verdunstung in ziemlich gerdéumigen Gefafen vorgenommen wer- 
den, weil man sonst Verlust zu befiirchten hatte, teils durch 
Spritzen, teils dadurch, dafB das Schwefelarsen sich lings der 
Seiten des Verdunstungsgefiibes verbreitet und dadurch fiir die 
‘ortgesetzte Behandlung sehr schwer zugiinglich wird. 

Eine Verdunstung in Porzellanschale brachte stets Ver- 
ust, trotz Vorsicht bei der Erwirmung. An einem dartiber- 
gelegten Uhrglase konnte man beobachten, wie leicht das 
schwefelarsen mit entriickt wurde durch die Verdunstung des 
Athers, ebenfalls bei Beobachtung der gréBten Vorsicht. Da 
hinzukommt, dafi mebrere Ausschiittelungen sich mdglicher- 
weise als notwendig herausstellen konnten, so wurde die Me- 
‘hode fiir quantitative Bestimmung in folgender Weise ab- 
geandert. 

Statt des reinen Athers kam eine Mischung von Ather und 
Chloroform zur Anwendung. Gleiche Volumina hiervon, die ich 
hier verwandte, haben ein spezifisches Gewicht von 1,35. Aus 
diesem Grunde nimmt diese Mischung den Platz unter der 
sauren Schicht ein, ein Umstand, der hier grofie Vorteile 
vietet Obwohl diese Mischung sich tatsiichlich zum As,S, ver- 
hilt auf gleiche Weise wie der reine Ather, kann sie doch 
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nicht wie reiner Ather fiir qualitative Bestimmungen in 
Frage kommen, soweit es sich um sehr geringe Mengen han- 
delt. Handelt es sich mithin zugleich um eine quantitative und 
qualitative Bestimmung, so verwendet man zuerst reinen Ather. 
vielleicht mit Zusatz von Alkohol. Darauf wird Chloroform 
allein hinzugefiigt und die Mischuug wird umgeschittelt. Ist 
eine zureichende Menge zugesetzt worden, so sinkt der Chloro- 
formiither zu Boden und zieht das Schwefelarsen mit sich hinab. 

Da die quantitative Bestimmung tber Erwarten woh! 
gelang, so lasse ich hier eine detaillierte Beschreibung folgen. 

In einem Separiertrichter werden ca. 100 g 10° viger 
Salzsiure mit 5 ccm "/500 A,O, versetzt. Hierzu werden 10 ccm 
Schwefelwasserstoffwasser gesetzt. Nach einigen Minuten 
Ruhe werden 10 ccm Atherchloroform hinzugefiigt und die 
Mischung wird stark geschiittelt etwa eine oder zwei Minuten 
lang. Nach einigen Minuten Ruhe haben sich zwei Fliissig- 
keitsschichten gebildet. Die untere, die aus Chloroformiather be- 
steht, weist starke Gelbfarbung auf infolge des ausgeschiedenen 
Schwefelarsens. Dieses letztere wird abgezapft, wobei der eine 
oder andere Kubikzentimeter der sauren Schicht mit hinah 
in den auffangenden Becher folgt, der ca. 100—200 cem Raum- 
inhalt hat. Diese Mischung wird nun mit 2—3 cem Salpeter- 
siiure (25°/o) versetzt,') um einem Oglicherweise zu erwartende 
Verfliichtigung von Arsentrichlorid beim Verdunsten mit HC] zu 
verhindern. Der Becher wird auf einem kochenden Wasser- 
bade plaziert. Da alles Schwefelarsen nicht durch einmaliges 
Umschiitteln entfernt wird, so wird der Uberrest im Scheide- 
trichter neuerlich zweimal behandelt in ganz derselben Weise 
mit 10 ccm Chloroformather jedesmal, sowie schlieBlich mi! 
5 ccm Chloroformiather. ?) 


') Wie bekannt iiberdestilliert AsCl,, wenn man As,S,; mit kon- 
zentriertem HC! kocht; ob dieses der Fall ist, wenn As,S, mil ver- 
diinntem HCl im Wasserbade erhitzt wird, ist wenig wahrscheinlic! 
doch ist die Sache noch nicht experimentell untersucht worden. 

2) Nichts steht natiirlich im Wege, die Schiittelung ein oder ein 
andres Mal mehr fortzusetzen als hier angegeben ist, wenn z. B. grofere 
Mengen von As vorhanden sind. Die Verdunstung von 10 cem Ather- 
chloroform geht ja in kurzer Zeit vor sich. 
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Auf diese Weise wird jede Spur von Arsen aus der 
sauren Fliissigkeit entfernt. 

Nach jeder Abzapfung wird der Chloroformither in den 
iiber dem Wasserbade stehenden Becher iibergefiihrt. Hlier- 
durch ist bereits nach beendigter Umschiittelung die Ver- 
dunstung im Becher soweit fortgeschritten, dal nur einige 
wenige Kubikzentimeter iibrig geblieben sind. Die Verdunstung 
liBt man bis zur Trockenheit vor sich gehen. Der Ruickstand 
im Becher wird nun gebildet von Arsensiiure. In diesem 
Kalle habe ich die Arsensiure auf dem Grunde des Bechers 
in wohlausgebildeten wasserklaren Krystallnadeln erhalten. 

Der Nachweis, die Ausscheidung und Verdunstung werden 
beendet in weniger als einer Stunde auf oben geschilderte 
Weise. 

Die auf dem Boden des Bechers befindliche Arsensiiure 
kann natiirlich auf verschiedene Weise bestimmt werden, so 
z. B. als Magnesiumpyroarseniat. Ich habe sie indessen ttri- 
metrisch festgestellt und hierbei die von J. Kohler ausge- 
arbeitete Methode benutzt. Diese basiert auf der bekannten 
Tatsache, dafi arsenige Siiure und arsenigsaure Salze sich in 
bicarbonathaltiger LOsung mit Jodlésung titrieren lassen (Mohr). 

Die Uberfiihrung der in obenerwiihnter Weise erhaltenen 
Arsensiiure in arsenigsaures Salz geschieht in folgender Weise: 

Obwohl das Verfahren hierbei in dem schwedischen 
Gesetzblatt (Svensk f6rfattningsamling, 1906 Nr. 114) sowie 
in der schwedischen chemischen Zeitschrift (Svensk kemisk 
Tidskrift) publiziert worden ist, teile ich es gleichwohl der 
Vollstiindigkeit halber in deutscher Ubertragung mit. 

«Die Schwefeldioxydmethode. 
I Die Oxydierung des Riickstandes nach der Ver- 
dunstung. 

Nachdem die Fiiissigkeit!) bis zur Trockenheit einge- 
dunstet ist, werden 2 ccm 5°/oiger Kaliumpermanganatlésung 
nebst 1 cem 30°/oiger Schwefelsiiure hinzugesetzt. Anfangs 


‘) Hierbei ist gemeint ein Schneidersches Destillat, aufgenommen 


in Salpetersiure; nach meinem Verfahren ausgezogener Chloroformather 
fa 
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mit daraufgelegtem Uhrglas wird die Schale!) aufs neue auf 
dem Wasserbade 10—15 Minuten erhitzt. Sollte bei diesem 
Prozefi die Farbe des Kaliumpermanganats verschwinden, 
wird die Oxydation die erforderlichen Male wiederholt. 


Il. Die Reduzierung. 

Darauf werden etwa 10 ccm einer starken schwefligen 
SidurelOsung”) hinzugesetzt und in dem Wasserbade erwirmt 
auf ca. + 50 — 70° C., bis die schweflige Siiure bis auf wenige 
Spuren verschwindet. Dazu gehort ungefiihr eine halbe Stunde. 
Darauf wird die Temperatur bis auf 100° gesteigert und die 
Fliissigkeit wird fast zur Trockenheit verdunstet. Nun werden 
aufs neue 5 ccm schweflige Séure in Loésung beigefiigt, er- 
hitzt wie zuvor und verdunstet, bis beinahe Trockenheit ein- 
tritt, soweit niimlich die vorhandene Menge Schwefelsiiure 
es zulabt. Sollte die Fliissigkeit nach der ersten Behandlung 
mit schwefliger Séiure nicht v6llige Klarheit aufweisen, so 
mul} auf die Eindunstung eine abermalige Oxydation folgen. 


(ll. Titrierung. 

Der Kest wird in 15 ccm Wasser aufgeldst, mit 2 ¢g 
Natriumbicarbonat versetzt und darauf mit "/s00-JodlOsung 
(1 ccm = 0,075 mg Arsenik) mit Starke als Indikator titriert. 

Die Titrierung muf unmittelbar vorgenommen werden. 
Andernfalls riskiert man, zu niedrige Werte zu bekommen 
wegen der Oxydierung der arsenigen Séure in der Luft. 

Die Titrierung soll rasch geschehen unter fleifigem Um- 
riihren. Der SchluBpunkt, der deutlich markiert ist, wird 
danach beurteilt, dali die ganze Fliissigkeit sich durch und 
durch blau firbt. Diese Farbung hat nur fiir wenige Se- 
kunden Bestand. 

Eine Fehlerquelle, die hier sich méglicherweise ergeben 
kénnte, da reines Wasser nebst Bicarbonat ein paar Tropfen 





') In unsrem Falle also der Becher. 

*) Hier ist gemeint ein Gehalt von mindestens 7%/o SOQ,, wovon 
der betreffende Analytiker sich tiberzeugen muf, z. B. durch Titrierung 
mit Jodlésung. 
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der Jodlésung verbrauchen, bevor die Blaufiirbung hervortritt, 
wird eliminiert durch die vorgeschriebene Reagenzprobe. » 





Nachdem die im Becher befindliche Arsensiiure auf oben 
beschriebene Art und Weise behandelt worden ist, betragen 
bei der Titrierung mit "/s00-Jodlésung in 2 Fallen ausgefiihrte 
Bestimmungen 5,1 cem bzw. 5,3 ecm. 

Da 5 cem "/500-As,O, in Arbeit genommen waren, ent- 
sprechend einer Menge 0,375 mg As, war somit eine Differenz 
von 0,015 mg entstanden zwischen Zusatz und wieder auf- 
gefundenem As. 

In einigen wenigen Stunden bin ich somit imstande, alle 
arsenige Séure in Schwefelarsen tiberzufiihren, dieses in 
Arsensiure und diese wiederum in arsenige Siiure; weiterhin 
konnte ich durch Titrierung zeigen, dab hierbei kein Verlust 
entstanden war, obgleich es sich um so kleine Mengen wie 
0,375 mg Arsenik handelt. 


Nachweis von Arsenik im Urin. 

Es gibt eine ganze Anzahl von Methoden, die in mehr 
oder minder sorgfiiltiger Weise den Nachweis von diesen im 
Urin bezwecken. Alle haben doch den gemeinsamen Fehler, 
daf} sie zu umstindlich und zeitraubend sind. 

Gilt es, arsenige Séiure oder Arsenséure im Urin nach- 
zuweisen, so diirfte das am leichtesten geschehen durch 
Elektrolyse und zwar in der Weise, wie ich es geschildert 
habe in meiner in dieser Zeitschrift gedruckten Arbeit.1) Da 
aber organische Arsenverbindungen sich hierbei nicht zu er- 
kennen geben, mul} diese Methode durch andere komplettiert 
werden. 

Folgendes Verfahren macht keineswegs Anspruch darauf, 
das einzige zweckmibige zu sein, auch wenn es mit Fug 
als das einfachste bezeichnet werden kann, sondern soll vor 
allem den Zweck haben, zu demonstrieren, wie man die neue 
Methode in solchem und iihnlichem Falle anwendet. 

Da, wie oben angedeutet, die neue Methode sich in- 


t) Band XLIX, Heft 4, 5 und 6. 
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sonderheit eignet fiir den Nachweis von Arsen in einem 
Schneiderschen Destillat, worin das Arsen in der Form von 
As,0, in salzsaurer L6sung vorkommt, so wird ein solcher 
hergestellt durch Verdunstung des Urins fast bis zur Trockenheit 
und Destillation mit Salzsiiure. Die Sache gestaltete sich jedoch 
nicht so einfach, wie ich anfangs anzunehmen geneigt war. 

Bei wiederholter Destillation des Verdunstungsrestes von 
500 ecm Urin erhielt ich immer gelblich gefarbte Destillate, 
wobei die Farbe bei Umschiittelung mit Ather in diesen 
letzteren iiberging. 

Auf Grund dieses Vorganges konnte die Arsenreaktion 
nicht hinreichend deutlich, sowie bei einem farblosen Destillate, 
wahrgenommen werden. 

Durch Zusatz von 5—10 ¢g Eisenchlorid gliickte es mir, 
in einer Mehrzahl von Fallen ein vo6llig farbloses Destillat 
zu erhalten, in dem sich wie gewéhnlich As mit Ather nach 
Zusatz von Schwefelwasserstoff nachweisen lieB. 

Ich verfuhr nun in folgender Weise, nachdem ich durch 
eine blinde Probe auf unten beschriebene Weise 500 cem 
Urin von 1000 cem (um sowohl Urin wie Reagenz zu priifen) 
mit negativem Erfolge untersucht hatte. Der Rest von 500 ccm 
desselben Urins wurde mit 1 ecm ®/s00 As,O, = 0,075 mg As 
versetzt. Nachdem diese Mischung im Wasserbade einge- 
dunstet worden war, wurde der Rest in 60—70 cem HCl 
(spez. Gew. 1,19) aufgel6st. Durch den Zusatz von 20—25 ccm 
von der Siiure in der Porzellanschale fiir jedes Mal kann der 
gesamte Verdunstungsriickstand leicht ohne Verlust in einen 
Destillationskolben von 700 cem Rauminhalt gebracht werden. 
Hierzu wurden 10 g Eisenchlorid und 5g Eisensulfat gesetzt. 
(FeSO, bekanntlich zum Zwecke der Reduktion von zufiillig 
vielleicht vorhandener Arsensiiure). Hierauf wurde der Kolben 
mit einem im Winkel gebogenen Glasréhrchen versehen, das 
mittels einer Ligatur mit einer Pipette!) vereinigt war, deren 
Spitze in etwa 50 ccm eisgekiihltes Wasser auslief. Die Destilla- 
tion wurde solange fortgesetzt, bis der Pipette weiterer Teil so 
warm war, daf er mit der Hand kaum beriihrt werden konnte. 


') Von ungefihr 30 ccm Inhalt. 
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Das Destillat war farblos und wurde in einen Separier- 
trichter aufgenommen und mit 15 ccm Schwetelwasserstoff- 
wasser versetzt. Nach 15 Minuten Ruhe wurden 15 ccm 
Ather hinzugesetzt und darauf wurde die Mischung kraftig 
umgeschiittelt 1 bis 2 Minuten. Das Arsenik gab sich vollig 
deutlich zu erkennen und fiel in schdnen gelben Flocken 
heraus bei Zusatz von Spiritus. 

Sollte es indessen eintreffen, dai nach dem Umschiitteln 
mit Ather kein Schwefelarsen wahrgenommen wird, oder dab 
die Fallung nicht hinreichend charakteristisch erscheint, z. B. 
infolge von Vorhandensein von allzu grofen Mengen orga- 
nischer Substanzen im Destillate, so setzt man die Untersuchung 
iedoch fort in folgender Weise. 

Man setzt so viel Chloroform hinzu, da8B der Ather zu- 
sammen mit dem Chloroform zu Boden sinkt. Nachdem die 
Mischung nach Umschiitteln eine Weile gestanden hat, wird 
der Chloroformiéther abgezapft und in einen Becher aufge- 
fangen, der 150 ccm Rauminhalt besitzt. Hierzu werden 
2 ccm Salpetersiiure (25°/o) gefiigt und verdunstet. Wahrend 
dieser Zeit wird von neuem der Inhalt des Scheidetrichters 
mit Chloroformither geschiittelt und zwar zweimal, jedesmal 
mit ungefaihr 10 ccm. Der Chloroformather wird abgezapft 
und in Becher aufgefangen und bis zur Trockenheit verdunstet. 

Um dann die organische Substanz zu zerst6ren, wird 
| cem Schwefelsdure (30°/0) samt 2 ccm Kaliumpermanganat- 
losung (5°/o) zugesetzt und das Ganze 10—15 Minuten lang 
erhitzt auf dem Wasserbade. Dann werden 10 ccm starke 
schweflige Saéureldsung beigefiigt und nach Erwarmung wird 
diese Mischung fast bis zur Trockenheit verdunstet. 

Der Rest besteht nun aus As,O, in schwefelsaurer 
LOsung und das Arsen kann nachgewiesen werden nach jeder 
beliebigen Methode (z. B. Marsh’s Probe) und die Quantitat 
kann man bestimmen in der Weise, wie oben geschildert 
worden ist. 

Nach meiner Methode verfihrt man in folgender Weise. 
Der Inhalt des Bechers, in einigen Kubikzentimetern bestehend, 
wird in ein Probierrdhrchen iibergefiihrt und bis zum Sieden 
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erhitzt, um vielleicht vorhandene schweflige Saéure vollig zu 
verjagen, da diese die Fallung des Arsens in beabsichtigter 
Weise verhindern wirde. 

Nachdem die Mischung abgekuhlt ist, werden ihr 10 
Tropfen Schwefelwasserstoffwasser hinzugesetzt und nach 
einigen Minuten Ruhe 1—2 ccm Ather. Die Mischung wird nun 
kriftig in der Liingsrichtung des Probierréhrchens geschiittelt. 
Nach Zusatz von einigen Kubikzentimetern Alkohol zeigt sich 
das Arsen in gewohnlicher Weise. 

Auf diese Weise habe ich aus 500 ccm Urin 0,075 me 
As isolieren kinnen als Schwefelarsen, die deutlich zu erkennen 
waren. 

Gegen diese Untersuchungsmethode kann eingewende! 
werden, dafi das Vorkommen oder die Darstellung solcher 
Arsenverbindungen!) denkbar ist, die nicht als Trichloride in 
das Destillat ibergehen. Bis jetzt diirften aber keine derartigen 
Verbindungen bekannt geworden sein, wenn man von den 
Kakodylverbindungen absieht. Diese zeigen etwas abweichen- 
des Verhalten. SchlieBlich will ich bemerken, da sowoh! 
starkreduzierende wie oxydierende Stoffe der Fallung hinder- 
lich sind, und dieses sowohl wenn Thioessigsiiure als Schwefel- 
wasserstoff hinzugesetzt wird. So erhilt man keine Reaktion. 
wenn z. Bb. freies Chlor oder schweflige Siiure vorhanden sind. 


IT. 


Im vorhergehenden Teile der Untersuchung habe ich, 
wie man sieht, ausschlieBlich das Verhalten des Arsens zu 
meiner Methode behandelt und habe das Verfahren und Vor- 
giinge dabei eingehend geschildert. 

Es eribrigt mir nun, einige Worle zu sagen tiber das 
Verhalten der iibrigen Metalle genannter Probe gegeniiber 

Ks mag da gleich hervorgehoben werden, dafi ich noch 
nicht imstande gewesen bin, dariiber eingehende Untersuchunge!) 
anzustellen. 

Allgemein scheint jedoch zu gelten, daS die Metalle, die 
von Schwefelwasserstoff in saurer Lésung gefiillt werden, sich 


‘) In solchem Falle organischer Arsenverbindungen. 
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in derselben Weise verhalten, wie die oben beschriebenen 
Beobachtungen liber Arsen an die Hand geben. 

Einige Beispiele mogen dieses beleuchten. 

Ebenfalls hier darf es sich um die winzigsten Quanti- 
tiiten von Bruchteilen eines Milligramms handeln. 

Ich habe nun eine HgCl,-Lésung in saurer HCl-Lésung 
so stark verdiinnt, dai der Schwefelwasserstoff kaum oder 
keine Reaktion verursacht. Wird nun Ather hinzugesetzt und 
die Mischung kriiftig geschiittelt, so entsteht an der Grenz- 
(liiche ein dunkler Ring, der sich bei Zusatz von Alkohol in 
dunkelbraune Flocken umsetzt und die aus Schwefelquecksilber 
bestehen. 

Sogar ein Metall von so hohem Atomgewicht wie Queck- 
silber (200) bleibt somit als Schwefelverbindung in Ather in 
canz derselben Weise wie Schwefelverbindungen von Arsenik, 
dessen Atomgewicht ja nur 75 betrigt. 

In derselben Weise verhalten sich Blei und Kupfer, 
deren winzigste Spuren mittels dieser Methode nachgewiesen 
werden koénnen. 

Die Vorteile der Probe beschrinken sich jedoch keines- 
wegs auf einen lediglich qualitativen Nachweis dieser ge- 
ringen Mengen, der ja sonst schon an und fiir sich Miihe und 
Zeitverlust erfordern wiirde, sondern ich bin ebenfalls imstande, 
durch dieses Verfahren in einigen Minuten die Schwefelfillung 
quantitativ abzuscheiden. 

In solechem Falle scheint es mir am zweckmibigsten, 
eine Mischung von gleichen Volumteilen Chloroform und Ather 
zu verwenden. Bei dem Umschiitteln der Masse sammelt sich 
das Schwefelmetall in der Chloroform-Atherschicht und kann 
dann leicht abgezapft werden. 

Ein Beispiel mdge dieses illustrieren! Zugleich soll gezeigt 
werden, mit welcher Leichtigkeit man mittels meiner Methode 
Metalle, die zu verschiedenen Gruppen gehoren, scheiden kann. 

Ich wiéhlte zu meinem Versuche Salze von den Metallen 
Blei und Zink, von denen die Schwefelvervindung des erst- 
genannten bekanntlich schwarz ist, wiihrend die der letzt- 
genannten rein weil ist. 
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Ungefiihr 100g einer verdiinnten LOsung von Zinksul- 
fat und Bleiacetat in einer sauren HCl-Lésung fiillte ich in 
einen Scheidetrichter. Hierzu setzte ich Schwefelwasserstoff- 
wasser. Die ganze Mischung nahm eine schwarze Firbung 
an. Nun wurden 10 ccm Chloroformaéther zugesetzt und die 
Mischung wurde 1—2 Minuten lang stark umgeschiittelt. Dann 
sank der Chloroformather zu Boden und zog den groéSten 
Teil des Schwefelbleies mit sich, das jetzt abgezapft wurde. 

Da die Fliissigkeit im Separiertrichter noch etwas dunkel 
gefiirbt war, wurden aufs neue 10 ccm Chloroformiither hin- 
zugefiigt und nach Umschiittelung, 1 Minute lang, wurde die 
Schwefelbleischicht wie zuvor abgelassen. Nach einer dritten 
Umschiittelung und Zapfung wurden Ammon und Schwefel- 
ammonium zum Inhalt des Separiertrichters hinzugesetzt, 
worauf eine vollig weife Fallung von Schwefelzink entstand. 
Hieraus konnte man schliefen, daB das Blei vollig entfernt 
worden war aus der Fliissigkeit und zwar binnen einiger 
wenigen Minuten. 

Das eigentiimliche Verhalten der hier verwendeten soge- 
nannten organischen Lésungsmittel gegeniiber gewissen Schwefel- 
metallen gewiahrleistet die Méglichkeit einer ausgedehnten Ver- 
wendung der oben geschilderten Methode. Insonderheit diirfte 
die physiologische Chemie, die ja stets mit minimalen Quanti- 
tiiten der in Frage stehenden Stoffe zu rechnen hat, fiir ihre 
Analysen diese Methode willkommen heifen. 
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Uber die Filtration von Lab und Pepsin. 
Von 


Casimir Funk und Albert Niemann. 





(Aus dem chem. Laboratorium der Universitatskinderklinik, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1110.) 


Von Maurice Holderer ist unlaingst eine Methode zur 
Filtration von FermentlOsungen publiziert worden, mit deren 
Hilfe es gelang, die Filtrierbarkeit der Invertase von Asper- 
gillus niger,!) sowie der Amylase, Dextrinase und Peroxydase 
des Malzes,?) der Katalase, des Pepsins und Emulsins*) in ver- 
<chiedenen Ionenkonzentrationen nachzuweisen. Insbesondere 
celang es, was fiir die von uns gewihlte Fragestellung wesent- 
lich ist, G. Bertrand und M. Holderer, die Cellase mit Hilfe 
dieser Methode vom Emulsin zu trennen und als besonderes 
Ferment zu charakterisieren. *) 

Wir wollen hier die Methode an einem fiir unsere Zwecke 
besonders geeigneten Beispiel, am Pepsin, kurz beschreiben. 
Eine Lésung von kauflichem Pepsin, die gegen Methylorange 
neutral war, wurde durch eine Chamberlandtonkerze filtriert ; 
das Filtrat erwies sich als fast vollsténdig inaktiv; wurde da- 
vegen die Pepsinl6sung vor der Filtration mit 2°/oo Salzsiure 
oder mit 1°/o Ammonsulfat versetzt, so blieb das Filtrat aktiv. 
Dasselbe gilt auch fiir eine Losung, die durch Alkalizusatz 
gegen Phenolphthalein neutralisiert wurde, nur war in diesem 
Falle die Fermentwirkung durch das Alkali betrichtlich ab- 
geschwacht. 

Wir waren nun der Meinung, dafi es nicht uninteressant 
sein wurde, mit Hilfe dieser Methode, die die Individualitiit 
der Cellase zu erweisen vermochte, zu priifen, ob die Lab- 
und Pepsinwirkung kéuflicher Priparate oder auch von Magen- 
saften, nach der Filtration in verschiedenen Medien einander 
vollstandig parallel bleiben oder etwa irgend welche Unterschiede 
aulweisen wiirden. 

) C. r. de l'Acad. d. Se., Bd, CXLIX, $, 1153 (1909). 

*) C. r. de Acad. d. Se.. Bd. CL, S. 283 (1910). 

°) C. vr. de l'Acad. d. Se, Bd. CL, S. 790 (1910). 

C. r. de Acad. d. Se., Bd. CXLIX, S. 1385 (1909); ebenda, Bd. CL, 
S. 230 (1910). 
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Wir wollen hier der Kiirze haiber nicht auf die umfang- 
reiche Literatur tiber die Frage der Identitaét von Pepsin und 
Lab eingehen und verweisen in dieser Beziehung auf das Buch 
von Oppenheimer «Fermente» III. Auflage, 1909, sowie auf 
das Kapitel tiber Michgerinnung von SchloBmann und Enge! 
im Handbuch der Biochemie von Oppenheimer, Bd. IIl, 1. 
Hilfte. Wir moéchten nur kurz auf die Methoden eingehen, die 
zur Trennung der beiden Fermentwirkungen angewandt worden 
sind: Erwiirmen mit darauf folgendem Neutralisieren,') Er- 
wirmen auf 38°,?) Versuch der Trennung durch Alkaliwirkung,?) 
mittels Dialyse durch menschliches Amnion,*) durch die Wir- 
kung von Antitrypsin oder von Serum auf Pepsinlésungen bei 
verschiedenen Temperaturen. °) 

Wir glauben unsere Versuche den friiheren anreihen zu 
diirfen und wollen als deren Resultat schon hier betonen, dat 
in allen Versuchen die Abschwachung der einen Fermentwirkung 
nach der Filtration auch die der anderen zur Folge hatte. 
Allerdings war bei allen von uns untersuchten Priiparaten die 
Lab- und Pepsinwirkung ungleich stark; vielleicht diirfte diese 
Verschiedenheit auf einer scheinbaren Anreicherung eines Fer- 
mentes durch Anwesenheit von Paralysatoren beruhen. 

Auber der Filtrierbarkeit von Lab- nnd Pepsinlésungen 
bei neutraler, saurer und alkalischer Reaktion haben wir auch 
ihre Filtrierbarkeit nach Zusatz von neutralen, sauren und 
alkalischen Salzen untersucht und auch hier eine vollstéandige 
Parallelitiit der beiden Wirkungen gefunden. Im Gegensatz zu 
friheren Ergebnissen®) konnten wir eine staérkere Hemmung 
der Pepsin- und Labwirkung durch Neutralsalze (Kochsalz, 
Ammonsulfat) nicht feststellen, dagegen fanden wir eine solche 
durch saures citronensaures Natrium. Hervorheben mochten 
wir noch, daf wir durch Zusatz von Aminosiuren (Glykokoll, 

') Schmidt-Nielsen, zit.n. Oppenheimer, Fermente, Spez. Teil, 
S. 291. 

*) Sawitsch, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 84 (1908). 

3) Tichomirow, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 107 (19038). 

*) Jacoby, Biochem. Zeitschrift, Bd. I, S. 53 (1906). 

°) Briot, C. r. de la Soc. de Biologie, Bd. LXIV, S. 369 (1903). 

®) Dastre, C. r. de la Soc. de Biol., S. 778 (1894). 
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d-Alanin) die Labwirkung zu schadigen vermochten, worin viel- 
leicht eine gewisse Analogie mit der Hemmung der peptoly- 
tischen Fermente durch Aminosauren zu erblicken ist.*) 

Bei einigen Versuchen haben wir auferdem in der Ferment- 
stammlésung und in den Filtraten den Stickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt; dabei fanden wir, daf das Filtrat, ob es nun wirk- 
sam oder unwirksam war, fast immer den gleichen Sticksoff- 
gehalt zeigte wie die Stammlésung, daB also die Wirksamkeit 
des Fermentes gleich Null sein kann, obwohl der Stickstoff 
quantitativ ibergegangen ist. Besonders konnte das in den 
Fillen gezeigt werden, wo sich das Ferment vollstandig ge- 
list hatte; in anderen Fallen zeigte die Fermentlésung eine 
Triibung infolge Suspension kleinster, ungelést gebliebener 
Partikelchen; diese vor Beginn des eigentlichen Filtrations- 
versuches durch eine besondere Filtration zu entfernen, haben 
wir unterlassen, um nicht etwa schon hierdurch das Ferment 
zu schaédigen; sie wurden dann bei der Filtration durch die 
Chamberlandkerze natiirlich zuriickgehalten, was einen ge- 
ringeren Stickstoffgehalt des Filtrates zur Folge haben mufte. 

Auf eine Erklirung unserer beziiglich der Stickstoffver- 
teilung gewonnenen Resultate médchten wir vorderhand ver- 
zichten; jedenfalls ist es sehr bemerkenswert, dali, obwohl der 
gesamte Stickstoff im Filtrat vorhanden ist, dieses dennoch 
unwirksam sein kann. Wenn man dies letztere dadurch er- 
klaren will, daf{ das Ferment durch die Tonkerze zuriickge- 
halten wird, so kénnte nach dem Verhalten des Stickstoffs 
diese Hypothese nur dann zutreffen, wenn man annimmt, dah 
das Ferment stickstofffrei ist. Andernfalls miiite die SchluB- 
folgerung gezogen werden, dafi das Ferment zwar vollstandig in 
das Filtrat tiibergeht, aber durch die Filtration geschadigt wird. 

Wir haben unsere Versuche zunichst an Magensiften 
vom Hund (Fistelsaft, den wir der Giite des Herrn Prof. Bickel 
verdanken), von Siéuglingen und von Erwachsenen ausgefihrt, 
ferner an Labpriiparaten von Griibler und Witte-Rostock 
und an Pepsin von Griibler. Anhangweise haben wir auch 
die Filtration von Trypsin-Griibler ausgefiihrt. Was die Me- 


‘) Abderhalden u. Gigon, Diese Zeitschrift, Bd. LIT, S. 251 (1907). 
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thodik anbelangt, so hielten wir uns an die oben beschriebene 
von Holderer. Wir lésten von den zu untersuchenden Prii- 
paraten 4—®5 g im Liter, bestimmten die Reaktion gegen Methy]- 
orange und Phenolphthalein und in einigen Fallen den Stick- 
stoffgehalt. Mit den Magensaften, die wir zum Teil verdiinnten, 
wurde entsprechend verfahren. 

Wir teilten dann die Lésung in vier gleiche Teile und be- 
stimmten in dem ersten Teil die Labwirkung nach der Methode 
von Fuld,!) das Pepsin nach Fuld und Levison?) bezw. das 
Trypsin nach Fuld. Statt des von diesem verwandten Milch- 
pulvers, das wir nicht erhalten konnten, haben wir eine kon- 
stant zusammengesetzte rohe Magermilch genommen, wie sie die 
Kinderklinik der Charité von der Nieder-Ludwigsdorfer Molkerei 
bezieht. Die Verdiinnungen der Fermentl6sung wurden in den 
Verhiiltnissen: 4/2, 1/4, !/s usw. ausgefiihrt. Fast durchweg 
wurden 0,5 ccm Fermentlésung zu 4,5 ccm Milch bezw. 2 cem 
Edestinlésung zugesetzt. Jeder einzelne Versuch wurde ohne 
Unterbrechung durchgefiihrt und an demselben Tage, an dem 
er begonnen hatte, beendigt. 

Die kiiuflichen Fermentpriiparate erwiesen sich siimtlich 
als neutral gegen Methylorange. Dem einen Teil der Ferment- 
l6sung wurde nun #/20 Volumen "/10-Salzséure zugesetzt: ein 
groferer Salzsiiurezusatz wurde vermieden, um das Fiissig- 
keitsvolumen nicht unnotig zu vergrofern; dann wurde filtriert, 
—als Filtrierkerze wurde Chamberland-F genommen. Die 
Kerzen und alle Glassachen waren sterilisiert — das Filtrat 
mit ' 20 Volumen "/10-Natronlauge auf die urspriingliche neutrale 
Reaktion gebracht und mit Milch und EdestinlOsung angesetzt. 

Kin anderer Teil der Loésung wurde mit einem Neutral- 
salze (NaCl, NH,SO,) versetzt und filtriert und der letzte Teil 
endlich mit "10-NaOH gegen Phenolphthalein neutral gemacht 
und nach der Filtration auf die urspiingliche Reaktion gebracht. 
Die Volumeninderung war in allen Fallen so gering, dab sie 
fiir das Resultat nicht in Betracht kam. 


!} Fuld, Biochem. Zeitschrift, Bd. IV, S. 54 (1907); Blum und 


Fuld, Ebenda, Bd. IV, S. 62 (1907). 
*) Fuld und Levison, Biochem. Zeitschr., Bd. VI, S. 473 (1907) 
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Tabelle V. 


Kontrollversuche zwecks Priifung, wie die Anderung der 

Reaktion und der Zusatz von NaCl sowie der von Amino- 

siuren (Glykokoll und Alanin) an sich, ohne Filtration, die 
Fermentwirkung beeinflussen. 











XI. | XIII. 
Pepsin Gritibler | Labpulver Witte 
__9 g im Liter gelést =| 2g im Liter gelést — 
Pepsinwirkung | Labwirkung 
Verdiinnungen usw. | Verdiinnungen usw. 
wie bei X. | wie bei X. 
Urspriingl. Lisung +-+-+++4+————4+44+4++4+4++4+— 
Nach Zusatz von | , 
++ ki senna sai is idl lh 


NaCl (?/10-normal) 


Nach Zusatz von 
to Vol. 2/10-HCI. | 
Nack 1 4% Stunde mit ++t+++————— Ife ff ft te tf 
20 Vol. n/1o-NaQH | 
neutralisiert | 
Nach Neutralisation| 
gegen Phenol- | 
sess ire (60 com |[— — — — — — | — 
rforderten 4,5 ccm! 
n 1o-NaQH) 
Nach Zusatz von | 
‘10 Mol. Glykokoll | hee 


ie Zusatz von | 
Mol. d-Alanin | Farererer ara ir aaa 


Tabelle VI. Filtration von Trypsin. 


XIV. 

‘Try psin Griibler. 4g im Liter gelést. Neutral gegen 
|Methylorange. 10 ccm brauchten zur Neutralisation 
_ gegen Phenolphthalein 0,3 ccm "/10-NaOH 




















mace 














‘Trypsinwirkung: Verdiinnungen tly, t/4, fe} N 
‘usw. Je1ccm zu 2ccm Caseinlésung zugesetzt | in g 


Unfiltriert p+ +t+4++- —- — — — — [0,812 


eee 








Filtriert bei der ur-) 9 
spate igi ipn, | oR ae Sate ee se os 
Filtriert ebenso mit! apical 
_ o NaCl | a 
Filtriert mit */so-Vol. “ae 
0/to-HC] | + + 














_ Filtriert nach | | 
Nevtralisation gegen) -—+ — — — — — — — — — |0,812 
Phenolphthalein | 
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Zusammenfassung. 


Uberblickt man die Reihe unserer Versuche, so fiillt fast 
iiberall ohne weiteres ein vollkommener Parallelismus der beiden 
Fermentwirkungen auf. Dagegen sind zwei Unterschiede be- 
merkenswert : 

1. daf bei der Filtration von Lab in gegen Phenolphthalein 
neutraler Loésung das Ferment im Gegensatz zum Pepsin nicht 
geschiidigt wird, 

2. dafi das Pepsin mit 1°/o Ammonsulfat filtriert, Lab 
dagegen nicht. 

Unsere Kontrollversuche zeigen nun aber, dal} dieser 
(;egensatz nur ein scheinbarer ist. Zufallig war das Pepsin- 
priiparat stiirker sauer wie das Labpraparat, erforderte also 
zur Neutralisation gegen Phenolphthalein mehr Alkalizusatz. 
Wenn wir dem Labpriiparat ebensoviel Alkali zusetaten, wie 
beim Pepsin nétig war, so zeigte sich auch die Labwirkung 
total geschadigt. (S. Tab. V Kontrollversuch XII und XIII.) 

Was den zweiten Gegensatz anbetrifft, so zeigen die 
Kontrollversuche Tabelle IV, dab die Filtrierbarkeit nach Zusatz 
von Ammonsulfat von der in der Losung enthaltenen Ferment- 
menge abhangig ist. 

Kine LoOsung von 4g Pepsin-Griibler im Liter zeigte 
sich nach der Filtration mit 1°/o Ammonsulfat unwirksam (Ver- 
such VIII), wihrend eine LoOsung von 5 g im Liter noch wirk- 
sam war (Versuch IX). Da wir nun im Versuch nur 4 g, im 
Versuch dagegen 5 g im Liter geldst hatten, so ist auch der 
hier zutage getretene Gegensatz als ein nur scheinbarer erwiesen. 

Wir koOnnen also unsere Resultate dahin zu- 
sammenfassen, daf bei Anwendung der Holdererschen 
Filtrationsmethode zur Trennung der Fermente diese 
letztere bei Lab- und Pepsinpriparaten nicht gelungen 
ist, daf sich vielmehr eine vollstandige Parallelitat 
der beiden Fermentwirkungen herausgestellt hat. 
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Vergleichende Untersuchungen uber die Zusammensetzung und 
den Aufbau verschiedener Seidenarten. 
X. Mitteilung. 
Die Monoaminosauern der Cocons der italienischen 
Seidenraupe. 
Von 


Georg Roose. 





(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin. 
Direktor: Emil Abderhalden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9, August 1910.) 


Die Cocons der Seidenraupe sind nicht einheitlich zu- 
sammengesetzt. Es laft sich verhaltnismiébig leicht ein zu 
innerst liegendes Hiiutchen vom tbrigen Cocon abtrennen. Es 
erscheint anders gewoben als die tibrigen Partien des Cocons. 
\Vir konnten noch nicht geniigend Material sammeln, um zu 
entscheiden, ob den verschiedenen Schichten auch eine beson- 
dere Zusammensetzung zukommt. Vorliiufig wurde der Cocon 
als Ganzes untersucht, nachdem er entleimt worden war. Der 
Leimgehalt betrug 28°/o des Cocons. Die erhaltenen Zahlen 
<ollen als Grundlage zu Vergleichungen mit der Zusammen- 
setzung von Cocons anderer Herkunft dienen. 

Die angewandte Methodik war die tbliche. Das Tyrosin 
wurde nach erfolgter Hydrolyse von 100 g Cocons mit Schwefel- 
siiure bestimmt. Die tibrigen Aminoséuern trennten wir nach 
Hydrolyse von 300 g Cocons mit rauchender Salzsiure mit 
Hilfe der Estermethode. 

Auf 100 g entleimte Cocons (aschefrei, die Aschebestim- 
mung ergab 1,9°/o Asche, und bei 100° bis zur Gewichtskonstanz 
cetrocknet) wurden gefunden: 


Glykokoll 33,0 g Glutaminséure 0,25¢ 
Alanin 20,0 » Phenylalanin 1,2 » 
Leucin 0,7) » Tvrosin GQ) » 
Serin 1.9 » Prolin O.8  » 


Asparaginséure 1,0 » 
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Glykokoll: 
0,2230 g Substanz gaben 0,2604 g CO, und 0,1326 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

32,00 °/o C und 6,66 °%o H. 31,85 °/o C und 6.60 °/o H. 
Alanin: 

0,1468 g Substanz gaben 0,2179 g CO, und 0,1045 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

M),45°/o C und 7,87 °%o H. 44),48°0 C und 7,90%o H. 
Leucin: 

0,1056 g Substanz gaben 0,2130 g CO, und 0,0952 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 

54,96 °70 C und 9,92 %7o H. 53,01 °%o C und 10,01 °/o H. 
Serin: 

0,1792 g Substanz gaben 0,2275 g CO, und 0,1098 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

34,28 °Jo C und 6,66 %o H. 34,12 °/o C und 6,80°/o H. 
Asparaginsdure: 

0,2010 g Substanz gaben 0,2664 g CO, und 0,0980 g H,0O. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

36,09 °0 C und 5,26 %o H. 36,14°/o C und 5,42 °%o H. 
Glutaminsiéure wurde als Chlorhydrat identifiziert. 
Phenylalanin: 

0,1482 g Substanz gaben 0,3560 g CO, und 0,0902 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 


65,45 °/o C und 6,66 °o H. 65,50 °/o C und 6,76 °%o H. 


i 

















Vergleichende Untersuchungen iiber die Zusammensetzung und 
den Aufbau verschiedener Seidenarten. 
XI. Mitteilung. 
Die Monoaminosauern der Cocons aus der japanischen 
Seide «Haruko». 


Von 


Akikazu Sawa. 





(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin. 
Direktor: Emil Abderhalden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1910.) 


Die zu der folgenden Untersuchung verwendeten Cocons 
stammten aus der Provinz Mieken in Japan. Sie wurden dieses 
Frihjahr gewonnen. bei der Degommierung wurden 18°/o Leim 
erhalten. Der Aschegehalt betrug im Mittel 0,4°/0, berechnet 
auf die bei 120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Substanz. 

Zur Bestimmung des Tyrosins verwendeten wir 91 g der 
degommierten Cocons. Seine Menge betrug 9,7° 0. Die iibrigen 
Monoaminosiuern bestimmten wir mit Hilfe der Est ermethode. 
Wir gingen von 270 g Cocons aus. 

Die Ausbeuten betrugen, berechnet auf 100 g aschefreie, 
bei 120° getrocknete Substanz: 


Glykokoll 35,0 g Glutaminsiiure 0,07¢ 
Alanin 22,6 » Phenylalanin 1,3 » 
Leucin 0,7 » Tyrosin 97 » 
Serin 0,7 » Prolin 0,7 


Asparaginsaure 1,0 


Alanin: 
0,1420 g Substanz gaben 16,2 com ®10-H,SO, 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden 
N == 15,73 °/c 15,98 %Jo. 
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Leucin: 
0,1742 g Substanz gaben 13,6 ccm /10-H,SQ,. 
serechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
N = 10,68 °%/o 10,94 °/o. 
Serin: 
0.2787 g Substanz gaben 27,2 ccm 1/10-H,SQ,. 
Berechnet fiir C,H,NQ,: Gefunden: 


N = 13,33 % 13,68 °/o, 
Asparaginsaure: 
0.1514 g Substanz gaben 11,6 cem /10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
N = 10,60 °/o 10.73 °/o. 
Phenylalanin (als Chlorhydrat): 
0,1061 g Substanz gaben 5,2 ccm 4/10-H,SQ,. 
Berechnet fiir G,H,,NO,CI: Gefunden: 
N = 6,94°/o 6,86 °/o 





Prolin wurde als Kupfersalz und die Glutaminsiiure als 
salzsaures Salz identifiziert und Glykokoll in Form seines Ester- 
chlorhydrats abgeschieden (F. 144° korr.). 








Uber die Bildung der Uramidosduren im Organismus. 
I. Mitteilung. 
Von 
Privatdozent Dr. Fritz Lippich. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Prager deutschen Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, August 1910.) 


Nachdem Schu'tzen?) im Jahre 1872 durch seine spater 
vielumstrittene Arbeit tiber die Entstehung von Methylhydantoin- 
siure nach Verfiitterung von Sarkosin zum erstenmal auf die 
Fahigkeit des Siugerorganismus, Uramidosiiuren zu bilden, hin- 
gewiesen hatte, und die Existenz dieser Fahigkeit bald darauf 
durch die Arbeiten Salkowskis?) zur unumst0blichen Tatsache 
wurde, da glaubte wohl jeder diesem Funde die groéfte Wichtig- 
keit fiir die Aufklarung der Harnstoffbildung beilegen zu miissen. 

In der Tat verdankt ihm auch, wie bekannt, die sogenannte 
Cyansduretheorie ihre Entstehung; Hoppe-Seyler war es, der 
diese Theorie seinerzeit populér machte; ihrer Anlage nach 
stammt sie wohl von Schultzen, der auch bereits die Még- 
lichkeit der Uramidosiurebildung durch Anlagerung von Car- 
baminsdure diskutierte. 

Als dann in der Folge die anderen Harnstoffbildungs- 
theorien aufgestellt wurden, geriet, wohl mehr auf Grund 
theoretischer Erwagungen, als veranlaft durch einige wenige, 
keineswegs unbedingt iiberzeugende Experimente, die Cyan- 
siuretheorie in Mifikredit; im Zusammenhang damit unter- 
schatzte man auch die Bedeutung der Uramidosiurebildung, 
zumal, wie es eigentlich in der Natur der Sache liegt, jede 
der neuen Harnstoffbildungstheorien deren Entstehung in be- 
lriedigender Weise zu erkliren vermochte. 

Auf diese Unterschatzung ist es wohl zuriickzufiihren, 


'! Schultzen, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 1872, S. 578. 
*) Salkowski, ebenda, Bd. VI, S. 744, 1873. 
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dafi trotz der zahlreichen Arbeiten, die zugunsten der neuen 
Theorien am Lebenden ausgefiihrt wurden, keine sich mit der 
Entstehungsweise der Uramidosiuren im experimentellen Sinne 
befafit, oder sie auch nur eingehender beriicksichtigt. Auer 
einigen Versuchen Salkowskis!) liegen meines Wissens keine 
Publikationen tiber diesen Gegenstand vor, abgesehen natiirlich 
von jenen Arbeiten, die den teilweisen Ubergang einer Amino- 
siiure in die entsprechende Uramidosiure beim Durchgang durch 
den Ko6rper konstatieren. 

In den rein chemischen Arbeiten Hofmeisters?) und 
seiner Schiiler,*) die mit Riicksicht auf dessen Oxydations- 
theorie ausgefiihrt wurden, finden wohl die Uramidosiuren hie 
und da Beriicksichtigung, jedoch nur ergaénzungsweise, und 
keineswegs wird irgend nachdriicklich auf ihre Bedeutung fiir 
die Theorie der Harnstoffbildung hingewiesen, so da schlief- 
lich die Sachlage am besten mit den Worten Jakobys‘*) (1902) 
wiedergegeben erscheint, die wohl dem Eindruck entsprechen, 
den dieser Forscher aus der einschliigigen Literatur empfangen 
hat: «. . . geht also hervor, dai diese interessante physiolo- 
gische Synthese nicht zur Entscheidung der Frage herange- 
zogen werden kann, auf welchem Wege im Korper der Harn- 
stoff entsteht». 

Auch aus der Folgezeit ist mir keine Arbeit bekannt, die 
zu anderen Ansichten gefiihrt hatte. 

1906 und 1908 habe ich eine Reihe von Arbeiten *) tiber 
Uramidosiiuren ver6ffentlicht, wobei sich eine Anzahl physio- 
logischer Hinweise und Anwendungen ergaben, die ich hervor- 
zuheben nicht verabsiiumte; insbesondere gelang es mir, nach- 
zuweisen, da die von den bisherigen Harnstoffbildungstheorien 
geforderten Harnstoffvorstufen mit Aminoséuren unter bildung 


'! Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. IV, 1880; Bd. VII, S. 95, 
1882/83. 

2) Hofmeister, Arch. f.exp. Path. u.Pharm., Bd. XXXVII, S. 426, 1896. 

5) J.T. Halsey, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 325, 1898; Eppinger, 
Hofmeisters Beitraige, Bd. VI, S. 481, 1905. 

4) Jakoby, Ergebnisse der Physiologie, Bd. I, S. 544, 1902. 

*) Berliner Berichte, Bd. XXXIX, S. 2953, 1906; Bd. XLI, S. 2993 
und 2974, 1908. 
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von Uramidosauren reagieren. Diese Tatsachen gaben mir die 
Grundlage, zum ersten Male wieder nachdriicklich auf die Be- 
deutung der Uramidosiuren fiir die Erforschung der Harnstoff- 
bildung hinzuweisen, was in der folgenden Bemerkung!) zum 
Ausdrucke kommt: 

«Es muf nun Sache des Experimentes am Lebenden sein, 
zu entscheiden, welche von den angefiihrten Uramidosiiure- 
bildungsweisen fiir den Tierkérper in Betracht kommt; gelingt 
dies, dann ist auf diesem Wege auch eine Aufklirung iiber 
die Verhiéltnisse der Harnstoffbildung zu erwarten. » 

Demgemafi legte ich mir einen Plan zurecht, um in einer 
Reihe physiologischer Experimente der Entscheidung dieser 
Frage naherzutreten. 

Zunichst fallt bei Betrachtung der iiber die Uramidosiiure- 
bildung im Organismus bekannten Tatsachen besonders auf, 
dai’ fast nur k6rperfremde Aminosiiuren diese Synthese ein- 
gehen und auch bei diesen keineswegs ein quantitativer Uber- 
gang erfolgt; immer treten daneben andere Umwandlungspro- 
dukte oder unverainderte Aminosiure auf. Entweder also die 
Uramidosaurebildung geht den anderen Umwandlungen voraus 
und die gefundene Menge ist der iibrig bleibende Rest, oder 
aber die Synthese ist das letzte Mittel, dessen sich der Orga- 
nismus zur Unschiidlichmachung der eingefiihrten Substanz be- 
dient, wenn die anderen Umwandlungen nicht mehr ausreichen. 

Insbesondere erwecken diesen Eindruck jene beiden be- 
kannt gewordenen Fiille von Uramidosiurebildung bei kérper- 
eigenen Aminoséuren, dem Tyrosin?) und dem Phenylalanin,*) 


' 1. c. 5S. 2978. 

*) Blendermann, Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 234, 1882; ich habe 
schon einmal (1. c. S. 2924) darauf hingewiesen, dafs das Tyrosinhydantoin 
Blendermanns hoéchstwahrscheinlich ein Kunstprodukt gewesen ist, weil 
Blendermann den zu untersuchenden Harn mit Séuren erhitzt (Destil- 
lation) und die Tyrosinhydantoinséure schon bei Gegenwart von relativ 
wenig Mineralséure anhydrisiert wird; es wird dies um so wahrschein- 
licher, als Dakin nach Verfiitterung von Phenylalanin, dessen Uramido- 
séure sich ebenso leicht wie jene des Tyrosins anhydrisieren laft, nicht 
das Anhydrid, sondern die Uramidosaure erhielt. 

*) Dakin, Journ. of biolog. Chem., Bd. VI, 5. 235, 1909. 
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bei welchen diese erst dann neben anderen Umwandlungen und 
relativ in geringem Umfange beobachtet wird, wenn sehr grofe 
Dosen verabreicht, also der Korper férmlich damit iiber- 
schwemmt wird. 

Daf bei anderen kérpereigenen Aminosduren diese Syn- 
these nicht beobachtet wurde,!) mag entweder daran liegen, 
dafi tiberhaupt nicht nach Uramidosiiuren gesucht wurde, oder 
aber dal} sie bei jedenfalls relativ geringer Menge tibersehen 
wurden, was um so eher moglich ist, als sie mit Naphthalin- 
sulfochlorid nicht reagieren. Nach dieser Auffassung wiirde 
zwischen Uramidosiurebildung bei kérperfremden und korper- 
eigenen Aminosauren nur insofern ein Unterschied bestehen, als 
letztere in viel gréSerer Menge zugegen sein miissen, um als 
Ballast empfunden zu werden. 

Die Tatsache der Uramidosaurebildung lat sich, wie ich 
schon friiher®) ausgefiihrt habe, von verschiedenen Gesichts- 
punkten aus auffassen. 

Wie ich gezeigt habe, reagieren Aminosaduren mit Guanidin 
unter Bildung von Uramidoséuren; diese Bildung erfolgt relativ 
etwas schwieriger als andere Uramidosiuresynthesen; der K6rper 
verfiigt nur tiber eine beschrinkte Menge von Guanidin, welches 
auferdem erst aus dem Arginin abgespalten werden mui — 
es wiirde sich auf Grund einer solchen Bildungsweise der nur 
teilweise und relativ schwierige Ubergang einer Aminosiure in 
die entsprechende Uramidosaure auch fiir den Organismus ganz 
befriedigend erkliiren lassen. 

Ich konnte ferner feststellen, daB Aminoséure auch direkt 
mil Harnstoff unter Bildung von Uramidosaure reagiert, was 
auf eine Verschiebung des Gleichgewichtszustandes zwischen 
Harnstoff und cyansaurem Ammon zuriickzufiihren ist. 

Eine solche Uramidosiurebildungsweise wire, wie ich 
schon anderwirts *) ausgefiihrt habe, auch fiir den Organismus 
denkbar. Versuche in vitro bei Korpertemperatur haben zwar 


') Das Taurin ist seinem Verhalten nach eigentlich zu den kérper- 
fremden Aminosauren zu rechnen. 
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nur einmal zu einem positiven Resultat gefiihrt, doch ist dies 
insofern nicht mafgebend, als im Korper die Gleichgewichts- 
verhiiltnisse durch die Gegenwart von Kolloiden sehr beeinflubt 
werden k6nnen. 

Fat man die Entstehung der Uramidosiuren als einen 
der Harnstoffbildung zugeordneten resp. analogen Prozef auf, 
dann kame das cyansaure Ammon (resp. die Cyansiiure) im 
Sinne der alten Theorie als Harnstoffvorstufe in Betracht. 
Dasselbe gilt auch vom carbaminsauren Ammon resp. der Carb- 
aminsiure, die, wie meine Versuche gezeigt haben (Kochen von 
Aminosiiure mit Harnstoff und Barytwasser, mit Urethan und 
Barytwasser), nicht weniger leicht als das cyansaure Ammon 
reagieren. 

Da nun freie Aminosiiuren oder wenigstens freie Amino- 
gruppen im Organismus als stets verfiigbar anzunehmen sind, 
so konnte man auf Grund der Leichtigkeit jener Bildungsweisen 
zur Auffassung gelangen, die Uramidosiurebildung als der Harn- 
stoffbildung vorangehend anzunehmen, d. h. die Uramidosauren . 
als Harnstoffvorstufen zu betrachten; allerdings muf dann die 
weitere Annahme gemacht werden, daf} die Uramidosdure direkt 
zu Harnstoff abgebaut wird, oder da analog der Desamidierung 
eine Desureierung erfolgt. 

Nach dieser Annahme wire es erklarlich, dafi nach Ver- 
fiitterung korpereigener Aminosauren!) unter gewOhnlichen Um- 
stinden Uramidoséuren vermift wurden. 

Freilich lieBen sich anderseits dagegen manche theore- 
tische Bedenken erheben und auferdem liegt ein, wenn auch 
vereinzelter Fiitterungsversuch Salkowskis?) vor, wonach Hy- 
dantoinséiure den Korper unveriindert passiert. 

Moglicherweise ist aber gerade diese Siure zu solchen 
Versuchen weniger geeignet; denn die zahlreichen Arbeiten, 
welche sich mit dem Nachweis von Glykokoll im normalen 


1) Und wie aus den Arbeiten Friedmanns, Hofmeisters Bei- 
trage, Bd. XI, S. 151 u. ff., 1908, hervorzzgenhen scheint, tiberhaupt solcher 
Aminoséuren, welche der Organismus leicht und in griéferem Umfange 
abzubauen vermag. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. [V, 1880. 
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Harn mittels der Naphthalinsulfochloridmethode in der Modifi- 
kation von Embden!) befassen, lassen es nicht ausgeschlossen 
erscheinen, dafi Ureinathansiéure ein Bestandteil des normalen 
Harnes ist; Embden selbst und auch andere haben schon 
dieser Méglichkeit gedacht ; meine eigenen Versuche, Ureinathan- 
siure im normalen Menschenharn nachzuweisen, haben bisher 
zu einem positiven Ergebnis nicht gefiihrt, doch bin ich noch 
keineswegs zu einem definitiven Abschluf gelangt. 

Betrachtet man die Uramidosiurebildung als der Harn- 
stoffbildung analog, dann ist es fast selbstverstandlich, die Leber 
als deren Sitz anzunehmen, obzwar bisher ein zwingender Be- 
weis dafiir nicht vorliegt. 

Jedenfalls werden sich Versuche iiber unsere Frage zu- 
niichst mit diesem Organ zu befassen haben. 

Aus diesen Eroérterungen ergeben sich, glaube ich, mit 
geniigender Klarheit die einzelnen Fragestellungen meines oben 
erwihnten Arbeitsplanes; hinzuzuftigen ware noch, daf sich 
auch Beziehungen der Uramidoséuren zur Harnsdéurebildung, 
besonders bei den Végeln ergeben, wenn man die letztere als 
Synthese aus Harnstoff und einer stickstofffreien Komponente 
aulfabt. 

Im folgenden seien nun einige Versuche mitgeteilt, welche 
sich mit der Leber als angenommenen Sitz der Uramidosaure- 
synthese befassen, um die présumptiven Beziehungen der Leber- 
zellen zu dieser Synthese aufzukléren; dazu war zunachst not- 
wendig, das Verhalten der Leberzellen zu bereits fertigen Ur- 
amidosiiuren zu priifen, besonders auch mit Riicksicht auf etwa 
vorhandene zerstOrende Fermente. 

Da ein einigermafen sicheres Urteil beziiglich einer etwa 
erfolgten Zersetzung nur auf quantitativem Wege zu erwarten 
war, so wurde als Versuchssubstanz die infolge ihrer Schwer- 
loslichkeit hierzu besonders geeignete Isobutylhydantoinsaure 
gewihlt. 

Eine gréBere Menge derselben wurde aus 50 °/oigem Al- 
kohol umkrystallisiert, und von der so gereinigten, exsikkator- 





‘) Embdenu. Reese, Hofmeisters Beitrage, Bd. VII, S. 411, 1906. 
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trockenen Substanz eine etwa 1°/o ige Lésung hergestellt; d. h. 
eine abgewogene Substanzmenge wurde in der entsprechenden 
Menge Wasser suspendiert, durch einen geringen Uberschub 
von Normalnatronlauge in Losung gebracht und die Lésung 
mit verdiinnter Schwefelsdure neutralisiert. Durch Stickstoff- 
bestimmung wurde der genaue Gehalt der Liésung zu 0,942 °/o 
ermittelt. 

Anderseits wurde eine eben entnommene Hundeleber 
von der Gallenblase befreit und in der Fleichhackmaschine zer- 
kleinert. 140 g des Leberbreies wurden mit 300 ccm einer 
Kochsalzl6sung von 0,8°/o vier Stunden in der Maschine ge- 
schiittelt und sodann koliert; die Kolatur reagierte schwach- 
sauer gegen Lackmus. 

Von dieser Kolatur wurden 75 ccm mit 50 ccm der obi- 
gen Natriumsalzl6sung gemischt (Probe Nr. 1); weitere 75 ccm 
Kolatur wurden 15 Minuten im kochenden Wasserbad gehalten 
und sodann gleichfalls mit 50 ccm der Natriumsalzlésung ver- 
setzt (Probe Nr. 2); zur Kontrolle diente einerseits eine Mi- 
schung von 75 ccm Kolatur mit 50 ccm Wasser (Probe Nr. 3) 
und anderseits eine Mischung von 75 ccm Kochsalzlésung 
von 0,8°/o mit 50 ccm Natriumsalzlésung (Probe Nr. 4). 

Den vier Proben wurde durch Zusatz weniger Tropfen 
n-Natronlauge eine gegen empfindliches Lackmus eben merk- 
liche alkalische Reaktion erteilt, jJede derselben mit 5 ccm 
Chloroform und 5 ccm Toluol versetzt und im Thermostaten 
bei 38° C. unter haufigem Umschiitteln durch 50 Stunden ge- 
halten. 

Darnach wurde jede der vier Proben auf 500 ccm auf- 
gefiillt, mit soviel verdiinnter Essigséure angesiuert, dab nach 
dem Aufkochen die Reaktion noch schwachsauer blieb, und 
filtriert; die EiweiBkoagula der Proben Nr. 1, 2 und 3 wurden 
einmal ausgekocht; nach Vereinigung der Filtrate und Wasch- 
wisser wurde neutralisiert und am Wasserbad bis auf einen 
kleinen Rest eingedampft; nun wurde in einem Mefzylinder fil- 
triert und mit den Waschwissern bis zur Marke 50 ccm auf- 
gefiillt; die klaren bei Probe Nr. 1, 2 und 3 gelben Filtrate 
wurden sodann mit 10 ccm verdiinnter Schwefelsiiure (bis zur 
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starksauren Reaktion gegen Kongo) versetzt und nach gutem 
Umriihren lingere Zeit sich selbst tiberlassen. 

In Probe Nr. 4 entstand sofort ein reichlicher krystallini- 
scher Niederschlag; in den Proben Nr. 1 und Nr. 2 trat ein 
soleher allmiihlich auf, mit der Zeit an Starke zunehmend: 
Probe Nr. 3 blieb auch nach langem Stehen klar. 

Nach ca. 24stiindigem Stehen wurden die Niederschlige 
der Proben Nr. 1, 2 und 4 auf gewogenen Filtern gesammelt, 
an der Saugpumpe mit Wasser gewaschen, das Wasser durch 
Alkohol, dieser durch Ather verdringt; schlieBlich wurde iiber 
Schwefelsiiure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet: die be- 
treffenden Substanzgewichte betrugen: Probe Nr. 1 0,3078 g: 
Probe Nr. 2 (erhitzt) 0.8178 g: Probe Nr. 4 (Kontrollprobe) 
0.3095 g. 

Die Ubereinstimmung der drei Gewichte zeigt schon zur 
Geniige, da eine spezifische oder fermentative Spaltung in 
grOoberem Umfange nicht stattgefunden haben kann: die ziem- 
lich erhebliche Differenz gegen das Ausgangsgewicht von 0,471 ¢ 
erkliirt sich aus der Verwendung des Alkohols als Wasch- 
liissigkeit, in welchem die Isobutylhydantoinsiure relativ |0s- 
lich ist. 

Um ein Urteil zu gewinnen, einerseits tiber den noch in 
Losung befindlichen Anteil, anderseits tiber eine etwa er- 
folgte Zersetzung und Leucinbildung, wurde das Filtrat samt 
Waschfliissigkeiten vom Niederschlag der Probe Nr. 1 nach 
Vertreibung des Athers auf 200 ccm aufgefiillt und halbiert. 
Beide Hialften wurden durch Zusatz konzentrierter Schwefel- 
sdure auf einen Gehalt von ca. 5°/o an dieser Siure gebrachi: 
die eine Halfte wurde sodann iiber freier Flamme etwas ein- 
geengt und darauf am Riickflubkiihler ca. 11/2 Stunden ge- 
kocht: nach dem Abkiihlen wurde viermal mit Ather ausge- 
schiittelt und der Atherriickstand gewogen; das Gewicht des 
so gewonnenen Isobutylhydantoins betrug 0,0597 g; daraus be- 
rechnet sich fiir die noch in Lésung befindliche Isobutylhydan- 
toinsiiure eine Menge von 0,1332 g; dies ergibt zusammen mil 
der gewogenen Substanz 0,4410 g oder 93,63 °/o der zum Ver- 
such verwendeten Menge. 
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Die andere auf eine Gehalt von ca. 5°/o Schwefelsaure 
gebrachte Filtrathalfte wurde mit einer 20°/oigen Phosphor- 
wolframsdurelosung ausgefiallt; das mit Baryumhydroxyd ge- 
siittigte Filtrat wurde abgesaugt, mit Kohlensiiure vom Baryt 
befreit, und bis auf einen kleinen Rest am Wasserbad verdunstet; 
dieser wurde mit moglichst wenig Wasser aufgenommen, Harn- 
stoff zugefiigt und ca. 2'/2 Stunden gekocht, nach dem Ab- 
kiihlen konnte durch Ansdéuren mit Schwefelsiiure ein nennens- 
werter Niederschlag von Isobutylhydantoinsiure nicht erzielt 
werden. 

Bei einem zweiten derartigen Versuch wurde die eben 
entnommene und in der Maschine zerkleinerte Hundeleber mit 
ausgegliihtem Kieselgur gut verrieben und sodann mit zirka 
dem gleichen Volumen reinen Wassers unter Zusatz von Chlo- 
roform und Toluol und unter zeitweiligem Schiitteln in der 
Maschine langere Zeit in der Kalte extrahiert; schlieblich wurde 
zentrifugiert. 

Wie beim ersten Versuch wurden vier Proben zusammen- 
cestellt. 

Probe Nr. 1 enthielt 50 ccm Zentrifugat und 50 cem der 
oben verwendeten Natriumsalzlésung. 

Probe Nr. 2 ebenso nach viertelstiindigem Erhitzen der 
00 cem Zentrifugat im kochenden Wasserbad. 

Probe Nr. 3 und Nr. 4 bestanden aus je 50 ccm Wasser 
und 50 cem Zentrifugat resp. 50 ccm Natriumsalzlésung. 

Die Proben behielten in diesem Versuch ihre natiirliche 
kaum merklich saure Reaktion; Lauge wurde nicht zugefiigt. 
Die Digestionsdauer im Thermostaten betrug 72 Stunden bei 37°C. 

Die weitere Verarbeitung erfolgte genau wie im ersten 
Versuche, nur wurden vor dem Koagulieren den auf 400 ccm 
aulgefiillten Fliissigkeiten je 2 ccm gesittigte Kochsalzlosung 
zugefugt. 

SchlieBlich ergaben sich fiir die Proben Nr. 1, 2 und 4 
die folgenden Substanzgewichte: 0,3050 g; 0,3058 g: 0,3036 g; 
also dasselbe Ergebnis wie im ersten Versuch. 

Ein dritter Versuch mit Leberprefsaft konnte mangels 
einer geeigneten hydraulischen Presse nicht ausgefiihrt werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 19 
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Die gelblich gefiirbten Krystallisationen der Proben Nr. 1 
und Nr. 2 beider Versuche wurden vereinigt unter Zusatz von 
etwas Tierkohle in heifem Wasser gelost, filtriert und in zwei 
Fraktionen krystallisieren gelassen. Die erste aus kleinen Na- 
deln bestehende Fraktion schmolz im geschlossenen Kapillar- 
rohr rasch erhitzt bei 189° und zeigte einen Stickstoffgehalt 
nach Kjeldahl von 16,21 °/o; die zweite aus langen Nadeln be- 
stehende Fraktion schmolz ebenso bei 190°, ihr Stickstoffge- 
halt nach Kjeldahl betrug 16,017°/o |berechnet 16,091 °/o]: 
grobere Verunreinigungen der Niederschlige sind also wohl 
ausgeschlossen. 

Nachdem diese Versuche die Unfihigkeit der auf dem 
beschriebenen Wege gewonnenen Leberextrakte, Isobutylhy- 
dantoinsiure abzubauen, ergeben hatten, konnte daran gegangen 
werden, ebensolche Extrakte in bezug auf ihre synthetisieren- 
den Fiihigkeiten zu_ priifen. 

Am geeignetsten wegen der Leichtigkeit ihres Nachweises 
erschien wieder die Isobutylhydantoinséure und es wurde daher 
Leucin zum Ausgangsmaterial einer etwaigen Synthese gewabll. 

Die Versuche schlieBen sich an die von mir gefundenen 
Uramidosiiurebildungsweisen an. 

Demgemiif wurde versucht, ob Leberextrakt imstande ist, 
direkt aus Aminosiure und Harnstoff Uramidoséure zu bilden. 

Von dem bei vorstehend beschriebenem 2. Zersetzungs- 
versuch gewonnenen Zentrifugat aus Hundeleber wurden 75 ccm 
mit 0,5 g Leucin und 1,5 g Harnstoff versetzt, je 5 cem Chloro- 
form und Toluol hinzugefiigt und im Thermostaten bei 37° 
durch 72 Stunden digeriert: die gleichzeitig angesetzte Kon- 
trollprobe bestand aus 75 ccm Wasser 0,5 g Leucin, 1,5 g 
Harnstoff und je 5 ecm Chloroform und Toluol. 

Das verwendete Leucin besa einen Stickstoffgehalt von 
10,083 °/o. 

Nach Unterbrechung des Versuches wurden beide Proben 
auf 375 ecm aufgefiillt, mit verdiinnter Essigsaure schwach an- 
gesiiuert und aufgekocht, nachdem vorher noch je 2 ccm ge- 
siittigte Kochsalzldsung zugefiigt worden waren. 

Das Eiweibkoagulum der Versuchsprobe wurde einma! 
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ausgekocht und Filtrat und Waschwisser derselben ebenso wie 
die Kontrollprobe im Vakuum abgedampft. 

Der so erhaltene krystallinische Riickstand der Kontroll- 
probe léste sich in wenig Wasser nur teilweise auf; auf Zu- 
satz von etwas verdiinnter Schwefelsiure trat sofortige klare 
Lésung ein; auch nach langerem Stehen der sauren Lésung 
wurde eine Krystallisation nicht beobachtet. 

Der Riickstand der Kontrollprobe war gelblichweif, un- 
deutlich krystallinisch; auch er léste sich in wenig Wasser nur 
teilweise; die vom Umloslichen abfiltrierte Fliissigkeit gab nach 
dem Anséiuern mit verdinnter Schwefelsdure keine krystallini- 
sche Fallung, auch nicht nach langerem Stehen. 

Der weifliche Filterriickstand wurde von Alkohol nicht 
aufgenommen, er ldste sich in wenig Wasser sofort und voll- 
stindig auf Zusatz von etwas Siéure: die saure Lisung setzte 
auch nach lingerer Zeit keine Krystalle ab: wurden wenige 
Milligramme jenes Riickstandes mit einem Uberschuf von Harn- 
stoff und 1—1,5 cem Wasser in einer mit Steigrohr versehenen 
Eprouvette langere Zeit gekocht (1—1!/2 Stunden), so traten 
nach dem Abkiihlen und Ansauern mit Schwefelsiure die 
charakteristischen Krystalle der Isobutylhydantoinsaure auf. 

Augenscheinlich bestand also der Riickstand aus unver- 
iindertem Leucin, und es hatte sich kein Anhaltspunkt dafiir 
ergeben, dafi durch den verwendeten Leberextrakt eine irgend 
nachweisbare Menge lsobutylhydantoinsaure gebildet worden war. 

Bei einem zweiten synthetischen Versuche wurden gemif 
meinen Beobachtungen auch das Guanidin und die Carbamin- 
siure in Betracht gezogen; es wurde wie folgt vorgegangen: 

Abnlich wie friiber wurde aus Hundeleber durch Zerreiben 
mit Kieselgur, sofortiges Schiitteln in der Maschine mit zirka 
dem gleichen Volumen Wasser (4 St.) und Zentrifugieren ein 
wiasseriger Extrakt hergestellt; gleichzeitig war ein Teil der- 
selben Hundeleber mit 0,8°/oiger Kochsalzlisung geschiittelt 
worden. 

100 ccm des wisserigen Extraktes wurden mit 1 g Leucin 
(Praparat wie im vorhergehenden Versuch) und 3 g Guanidin- 
carbonat versetzt; da die urspriinglich ganz schwach alkalische 


1* 
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Reaktion alsbald sehr bedeutend zunahm, wurde mit Essigsaure 
angesiiuert, mit n-Natronlauge neutralisiert, und sodann je 5 ccm 
Chloroform und Toluol zugesetzt. (Probe Nr. 1.) 

Weitere 100 ccm des wisserigen Extraktes wurden mit 
1 g Leucin und 2 g gut zerriebenen Amylurethan versetzt; als 
Desinfektionsmittel konnten, wegen der leichten Loslichkeit des 
Urethans in Chloroform und Toluol, letztere nicht in Betracht 
kommen; es wurden daher 0,5 g Fluorkalium zugesetzt und die 
daraufhin eintretende schwach saure Reaktion durch n-Natron- 
lauge abgestumpft. (Probe Nr. 2.) 

100 cem des kochsalzhaltigen Extraktes wurden mit 1 g 
Leucin, 3 g Harnstoff und je 5 ccm Chloroform und Toluol 
versetzt. (Probe Nr. 3.) 

Jeder der drei Versuchsproben entsprach eine analog zu- 
sammengesetzte Kontrollprobe. 

Kontrolle zu Probe Nr. 1: 50 ccm Wasser, 0,5 g Leucin, 
1.5 g Guanidincarbonat, mit Essigsaure angesauert, mit n-Natron- 
lauge neutralisiert, je 5 ccm Chloroform und Toluol. 

Kontrolle zu Probe Nr. 2: 50 ccm Wasser, 0,5 g Leucin, 
1 g Amylurethan, 0,25 g Fluorkalium, Neutralisation wie oben. 

Kontrolle zu Probe Nr. 3: 50 ccm Kochsalzlosung von 
0,8°/o, O86 g Leucin, 1,5 g Harnstoff, je 5 cem Chloroform 
und Toluol. 

Saimtliche 6 Proben verblieben 86 Stunden im Thermo- 
staten bei 37° C. 

Darnach wurde wie friiher verdiinnt, bei schwach essig- 
saurer Reaktion (in den kochsalzfreien Proben unter Zufiigen 
etwas gesiittigter Kochsalzl6sung) aufgekocht, heif filtriert usw. 

Samtliche Filtrate wurden im Vakuum zur Trockene ver- 
dampftt. 

Die drei Kontrollproben hinterliefen krystallinische weibe 
Riickstinde, die sich in wenig Wasser nur teilweise, auf Zusatz 
von etwas verdiinnter Schwefelsdure aber sofort klar auflésten: 
in der zur Probe Nr. 3 gehorigen Kontrollprobe trat nach 
einigem Stehen der sauren Lésung eine deutliche Krystallisation 
von Isobutylhydantoinsdure auf, die beiden anderen Kontroll- 


proben blieben klar. 
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Jede der drei Versuchsproben hinterlieS einen gelblichen 
teilweise krystallinischen Riickstand; dieser wurde mit wenig 
Wasser behandelt, filtriert und das Filtrat mit verdiinnter 
Schwefelsaure angesiiuert; in keinem Falle wurde ein charak- 
teristischer krystallinischer Niederschlag erhalten. 

Die getrockneten Filterriickstiinde wurden mit Ather ex- 
trahiert; ein nennenswerter Riickstand wurde nur bei Probe 
Nr. 2 erhalten, dieser bestand jedoch aus etwas Amylurethan; 
lsobutylhydantoin war somit nicht in jenen Riickstinden enthalten. 

Die nun folgende Extraktion mit Alkohol ergab etwas 
bemerkenswertere HRiickstiinde, dieselben bestanden zum Teil 
aus etwas in LOsung gegangenem Leucin, freie Isobutylhydantoin- 
siure war jedoch nicht nachweisbar. 

Wurden die Riickstande endlich unter Erwiirmen in wenig 
Wasser gelost und von den wenigen ungeldst gebliebenen 
Klocken abfiltriert, so trat nach dem Erkalten keine Krystallisation 
auf und ebensowenig wurde eine solche nach dem Ansaéuern 
erhalten. 

Wurde schlieflich eine solche wasserige LOsung mit tiber- 
schiissigem Harnstoff versetzt und langere Zeit (2—3 St.) ge- 
kocht, so fielen nach dem Ansauern reichlich Isobutylhydantoin- 
siurekrystalle aus. 

Dieselben wurden (Probe Nr. 3) abfiltriert, gewaschen, 
aus heibem Wasser umkrystallisiert und ergaben einen Schmelz- 
punkt im geschlossenen Kapillarrohr von 190° und einen Stick- 
stoffgehalt von 16,10°/o. 

Aus den Versuchen scheint also hervorzugehen, dai Hunde- 
leberextrakt unter den mitgeteilten Bedingungen zur Uramido- 
saiuresynthese nicht befiihigt ist. 

Ohne mich hier auf eine ausfihrlichere Diskussion der 
obigen Versuche einzulassen, méchte ich nur die Verwendung 
des Amylurethans zu synthetischen Versuchen rechtfertigen. 
Unter den hier eingehaltenen Bedingungen wire irgend ein 
carbaminsaures Salz kaum verwendbar gewesen; ferner konnte 
man mit der bekannten esterspaltenden Fiahigkeit der Leber 
rechnen!) und so das Auftreten von Carbaminsiiure in statu 


‘) In der Tat enthielt Probe Nr. 2 nur noch sehr geringe Mengen 
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nascendi erwarten; wenn nun auch Alkohole schon in geringen 
Konzentrationen hemmend auf fermentative Prozesse resp. auf 
organische Katalysatoren einwirken, so konnte ein solcher Effekt 
infolge der Schwerléslichkeit des Amylalkohols in Wasser (falls 
derselbe nicht sofort weiter verandert wird) kaum in gréSerem 
Umfange erwartet werden. 

Wenn nun auch die vorliegenden Versuche nach allen 
Richtungen hin zu einem negativen Resultat gefiihrt haben, 
so bin ich doch weit davon entfernt, dasselbe als fiir alle 
Fille passend resp. als verallgemeinerungsfahig anzusehen. 
Physiologische Experimente — das zeigt die neuere Literatur 
leider nur allzuoft — kénnen nur dann zu einigermafen sichern 
Schliissen fiihren, wenn sie nach allen méglichen Richtungen 
hin, mit Beachtung der Art, Individualitaét, momentanen Um- 
stiinde usw., aber auch der chemischen Faktoren variiert werden. 

Demgemiih lag es nicht in meiner Absicht, die mitgeteilten 
Versuche schon jetzt fiir sich zu verdffentlichen, wenn mich 
nicht eine Publikation hierzu gezwungen hiitte, die jiingst aus 
dem StraBbburger physiologisch-chemischen Institute von Phi- 
losophow!) tiber dasselbe Thema verdffentlicht wurde. 

Dieselbe kénnte némlich den Anschein erwecken, als ob 
die Idee, die Uramidosiurebildung im Organismus neuerdings 
wieder fiir die Theorie der Harnstoffbildung zu verwerten, aus 
jenem Institute hervorgegangen sei, und dies umsomehr, als meine 
Arbeiten mit keinem Worte erwahnt werden. 

Da ich mir nun das bescheidene Verdienst zuschreiben 
darf, die chemischen Analogien resp. Grundlagen aufgefunden 
zu haben, welche es gestatten, die Uramidoséuren von anderen 
und viel weiteren Gesichtspunkten aus, als dies vorher mdéglich 
war, zur Harnstoffbildung in Beziehung zu bringen — das Auf- 
suchen solcher Analogien bezeichnet Hofmeister?) als einen 
unerlaBlichen Faktor, um auf dem schwierigen Gebiete der 
Harnstofforschung einen Fortschritt zu erzielen —, so glaube 





von Urethan, waihrend in der zugehérigen Kontrollprobe trotz der halben 


Menge noch relativ viel vorhanden war. 
‘) Biochemische Zeitschr., Bd. XXVI, S. 131, 1910. 


2) |. ¢. 
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ich einigmafen berechtigt zu sein, jenen Gegenstand fiir mich 
in Anspruch nehmen zu diirfen. 

Ich sehe mich daher keineswegs durch die Arbeit Phi- 
losophows zur Unterbrechung oder Abanderung meiner Ver- 
suche veranlaft, um so weniger, als dieselbe beziiglich der Ur- 
amidosdurebildung zu dem entgegengesetzten Resultate fiihrt. 

Bei der geringen Zahl der vorliegenden Experimente hiitte 
es keinen Sinn, sich auf eine ausfiihrliche Polemik einzulassen, 
es sel jedoch hervorgehoben: daB die DurchstrOémung einer 
Fleischfresserleber mit Pflanzenfresserblut bei so grundlegenden 
Versuchen Bedenken erregen darf; ferner vermifit man — wenig- 
stens sind sie nicht angegeben —- die unerlaflichen Kontroll- 
versuche, welche priifen, ob Rinderblut nicht fiir sich aus Taurin 
und Glykokoll Taurocarbaminsaure zu bilden vermag, und, was 
besonders wichtig ist, ob ein Riickstand aus einem mit Glykokoll 
versetzten und durch tiberlebende Leber geleiteten Blut nicht 
fiir sich Kohlensiiture und Ammoniak im Rohr abspaltet; denn in 
der zahlreichen Literatur iber die Harnstoffbildung aus Amino- 
siiuren in der Leber finden sich Angaben iiber die Entstehung 
von alkoholléslichen Ammoniak und méglicherweise auch Kohlen- 
siure abspaltenden KOrpern, die mit Harnstoff nicht identifiziert 
werden konnten;') ubrigens kann die Abspaltung von Kohlen- 
siure und Ammoniak aus einem nicht krystallisierenden Sirup 
wohl nur dann mit einiger Sicherheit auf die Gegenwart von 
Uramidosi&ure bezogen werden, wenn die beiden Korper in einem 
bestimmten Verhaltnisse zu einander stehen.?*) 

Endlich ware noch beziiglich der Verwendung des Gly- 
kKOkolls zu bemerken, dab, falls auch in seiner Gegenwart Ur- 
amidosiurebildung zustande kommt, damit fiir die Erkenntnis 
der Harnstoffbildung wenig gewonnen ist, weil erst der Uber- 


') Vgl. Chassevant u. Richet, Compt. rend. de la soc. de biologie, 
1897; Gottlieb, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLH, 1899; Schwarz, 
ebenda, Bd. XLI, 1898; Salaskin, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 449, 
i848; Loevi, ebenda, Bd. XXV, S. 511, 1898; derselbe, Arch. f. exp. 
Path. u. Pharm., Bd. XLV, 1901; Jakoby, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 1900. 

7) Die Gegenwart von Taurin im Alkoholextrakt spricht nicht unbe- 
dingt gegen dieses Argument, weil die Gegenwart alkoholléslicher Sub- 
stanzen die Léslichkeit des Taurins in Alkohol erhéhen kann. 
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gang des Glykokolls in Harnstoff erklart werden muf, was uns 
eigentlich auf den friiheren Stand zuriickfiihrt; demgem&S muf 
auch Philosophow schlieBlich bemerken, dafi zwar die von 
ihm angenommene Uramidosiiurebildung aus Glykokoll und Tau- 
rin am besten nach der Hofmeisterschen Oxydationstheorie 
zu erkliiren sei, daB sie aber auch mit anderen Vorstellungen 
(worunter wohl die anderen Harnstofftheorien gemeint sind) 
vereinbar sel. 

Zum Schlusse moéchte ich noch eine Angabe Philo- 
sophows beziiglich des Schmelzpunktes der Taurocarbamin- 
siiure berichtigen, insofern er namlich angibt, dafi diese Séure 
scharf bei 182° ohne Zersetzung schmilzt; nun ist es aber 
gerade ein Charakteristikum der Uramidosiiuren, dafi sie im 
Momente des Schmelzens sich anhydrisieren. Durch das da- 
durch bedingte Aufschiiumen wird der Schmelzpunkt in allen 
Fiillen mehr oder weniger unscharf; am allerwenigsten ge- 
stattet dies aber (wie Philosophow fiir die Taurocarbamin- 
siiure angibt), die Schmelzpunktsbestimmung an einer und der- 
selben Portion zu wiederholen. Von diesem Verhalten macht 
auch die Taurocarbaminsiiure keine Ausnahme. Man kann das 
Aufschiumen gleichmiibiger d.h. den Schmelzpunkt schirfer ge- 
stalten, wenn man die Bestimmung unter erhéhtem Druck d. h. 
im geschlossenen Kapillarrohr ausfiihrt; bei der Taurocarba- 
minsiure versagt aber dieses Mittel, weil das Aufschiumen zu 
langsam erfolgt; ich konnte daher auch fiir diese Saéure einen 
scharfen Schmelzpunkt nicht angeben;') fiir das offene Kapillar- 
rohr ist dies natiirlich um so weniger mdoglich. Hier beginnt 
die Siiure, nachdem sie gesintert ist, bei 182° allméhlich auf- 
zuschiiumen, und dieses Aufschiumen erstreckt sich nun, ohne 
da} es zur deutlichen Meniscusbildung kommt, iiber ein grOferes 
Temperaturintervall. 

Nach all dem erscheinen mir die Versuche Philoso- 
phows keineswegs voll tiberzeugend und es wird wohl, ganz 
abgesehen von dem niiheren Modus der Uramidosaurebildung, 
auch der Beweis fiir die Entstehung der Uramidosduren in der 
Leber erst mit Sicherheit zu erbringen sein. 


') ]. c. S. 2969. 











Beitrag zur Kenntnis der Wirkung des Pepsins und 
der Salzsdaure. 


Von 
Emil Abderhalden und Eugen Steinbeck. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. August 1910.) 


Durch eine grofie Zahl von Untersuchungen ist festgestellt 
worden, daf der Magensaft die Proteine in Peptone zerlegt. 
Aminosiiuren entstehen dabei nicht. Uber die Art des Abbaues 
der Eiweibk6rper sind unsere Kenntnisse noch sehr gering. 
Weder sind wir iiber die auftretenden Zwischenprodukte orien- 
tiert, noch wissen wir etwas tiber den zeitlichen Verlauf der 
Spaltung, d.h. wir wissen nicht, ob die Spaltung rasch ihr 
Ende erreicht, oder ob sich der stufenweise Abbau iiber laingere 
Zeit hin erstreckt. Um einen Einblick in diese Vorginge zu 
erhalten, verfolgten wir den Abbau von Eiweifkérpern mit 
Hilfe der optischen Methode. Wir hofften charakteristische 
Anderungen des Drehungsvermégens des Verdauungsgemisches 
zu erhalten und erwarteten namentlich von vergleichenden 
Untersuchungen mit verschiedenartigen Eiweifistoffen Auf- 
kliirung tiber die Art der Wirkung des Magensaftes. Um speziell 
die Wirkung des Pepsins fiir sich beurteilen zu kénnen, be- 
obachteten wir stets eine Kontrollprobe, die kein Pepsin, wohl 
aber die dem Magensaft entsprechende Menge Salzsiiure enthielt. 

Unsere Versuche gliedern sich nach folgenden Frage- 
stellungen: 

1. Wie wirken ceinerseits Magensaft und anderseits Salz- 
siure von der gleichen Konzentration, wie sie im Magensaft ent- 
halten ist, auf Peptone ein? 

Wir verwendeten zur Entscheidung dieser Frage Peptone, 
die aus Eiereiweif, Gelatine und Seide durch Einwirkung von 
70°/oiger Schwefelsdure in der Kalte dargestellt worden waren. 
Der Magensaft stammte vom Hunde. Er war, wie Vorversuche 
zeigten, sehr aktiv. Die einzelnen Versuche wurden nun in 
der folgenden Weise vorgenommen. Wir gaben zu einer be- 
stimmten Menge des Peptons eine abgemessene Menge Magen- 
saft und physiologische Kochsalzlésung. Das Gemisch wurde 
dann in ein Polarisationsrohr eingefiillt und die Anfangsdrehung 














204 Emil Abderhalden und Eugen Steinbeck, 


des Gemisches festgestellt. Im Parallelversuch verwendeten 
wir an Stelle des Magensaftes Salzséure. Von Zeit zu Zeit be- 
obachteten wir das Drehungsvermogen wieder. Wéahrend der 
ganzen Zeit wurden die Polarisationsréhren bei 37° aufbewahrt. 

Das Resultat war folgendes: Die Anfangsdrehung blieb 
auch bei vielstiindiger Einwirkungsdauer des Magensaftes und 
der Salzsaure fast unverandert, nur beim Eiereiweifpepton 
zeigten sich geringe Schwankungen. Es lieB sich somit mit 
Hilfe der optischen Methode weder eine Einwirkung des Magen- 
saftes noch der Salzsiiure auf Peptone feststellen. Einige Bei- 
spiele aus einer grofen Zahl von Untersuchungen, die alle 
gleichsinnig verliefen, mégen die einzelnen Versuche erliiutern. 

Es ist nach diesen Befunden von Interesse und fiir die 
Beurteilung der Stellung der synthetischen Polypeptide zu den 
Polvpeptiden von Wichtigkeit, dafi die bis jetzt zugiinglichen 
Polypeptide von Magensaft nicht angegriffen werden. 

2. Wie verhilt sich gelistes resp. genuines Eiweifh nach Zu- 
satz von Magensaft resp. Salzsdéure von der gleichen Konzentration, 
wie sie im Mugensaft enthalten ist? 

Die Versuche sind in ganz der gleichen Art durchgefiihrt 
worden wie bei der obigen Untersuchung. Wir waren iiber- 
rascht, zu bemerken, dafi der Magensaft und die Salzsiiure in 
ungefahr der gleichen Weise auf das verwendete geldste Ei- 
weil — Kiereiweib, Serumeiweif, Gelatine — einwirkten. Wir 
haben eine sehr grofe Anzahl von Versuchen angestellt und die 
Beobachtung iiber langere Zeit ausgedehnt. Die Drehung des 
Eiweif-Magensaftgemisches und des Eiweif-Salzsiuregemisches 
verinderte sich im Verlauf der Einwirkung des Magensaftes 
resp. der Salzsaéure ziemlich gleichmiibig. Irgend welche Besonder- 
heiten waren nicht festzustellen, vor allen Dingen nicht die 
typischen Anderungen der Drehungsrichtung, wie sie beim Abbau 
von Proteinen und Peptonen durch Pankreassaft auftreten. Wir 
haben auch Versuche mit verschiedenen Konzentrationen der 
Salzsiure ausgefiihrt. Bei hOherer Konzentration anderte sich die 
Drehung, wie zu erwarten war, rascher als bei niedriger Kon- 
zentration. Auch hier war die Drehungsinderung im allgemeinen 
eine ganz gleichméBige. Zu einer Anzahl von Versuchen setzten 
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wir nachtraglich noch Magensaft resp. Salzsiure hinzu. In 
keinem Falle kam der Einflu8 des Pepsins zum Ausdruck. 

Die erhaltenen Resultate ergeben, dafi mit Hilfe der op- 
tischen Methode die Wirkung des Pepsins auf genuines Eier- 
eiweiB, Serumeiweif} und Gelatine sich unter den getroffenen 
Versuchsbedingungen nicht erkennen laft. Magensaft und Salz- 
siure zeigten eine ganz dhnliche Wirkungsweise. 

3. Wie verhalten sich Magensaft und Salzstéure von der 
yleichen Konzentration, wie sie im Magensaft enthalten ist, gegen- 
iber gelistem (genuinem) und festem (denaturiertem) Eiweip? 

Nachdem festgestellt worden war, daf bei der Kinwirkung 
des Magensaftes auf Proteine unter den gewahlten Bedingungen 
mit Hilfe der optischen Methode nur die Salzséurewirkung zur 
Beobachtung kam, verglichen wir nunmehr in Parallelversuchen 
den Einflu{B des Magensaftes resp. der Salzsaéure auf dasselbe 
Protein in geldstem und festem Zustande. Ferner liefien wir 
Magensaft und Salzsiure auf geléste Gelatine einwirken, ander- 
seits gossen wir Magensaft resp. Salzsiure auf feste Gelatine. 
Endlich lieBen wir Magensaft und Salzsiure auf einige nur in 
festem Zustand vorkommende Proteine einwirken, nimlich auf 
Elastin, Bindegewebe, Knorpelgewebe und Horn. Schlieflich 
haben wir auch noch die Einwirkung von Magensaft und Salz- 
siure auf rohes und gekochtes Muskelgewebe studiert. Die 
Versuchsanordnung war folgende: Wir gaben in Reagenzgliiser 
das zu untersuchende Eiweifi in bestimmter, genau abgewogener 
resp. abgemessener Menge. Dann gaben wir zu allen Proben 
die gleiche Menge Magensaft resp. Salzsaéure. Nunmehr stellten 
wir das Drehungsvermégen des Inhaltes des ersten Rohrchens 
der Versuchsreihe fest; dann nahmen wir nach einiger Zeit das 
zweite Reagenzglas, dann das dritte und so fort. 

Das Resultat dieser Versuche war ein ganz eklatantes. 
Wihrend Magensaft und Salzséure sich gegeniiber gelOstem 
KiweiB gleich verhielten, zeigte sich bei Verwendung fester 
Eiweifkérper ein sehr deutlicher Unterschied. Die Salzsaure 
vermochte die festen Proteine kaum anzugreifen. Die Drehung 
der Lésung blieb fast unverindert. In den meisten Versuchen 
trat iberhaupt keine Verdnderung ein. 

Ein ganz anderes Verhalten zeigte der Magensaft. Die 
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Drehung der Loésung nahm fortwéhrend zu. Das verschiedene 
Verhalten des Magensaftes und der Salzsiiure gegeniiber festen 
Eiweibkorpern laBt sich in sehr schOner Weise dadurch veran- 
schaulichen, dai man bei den Parallelversuchen mit Magensaft 
und Salzsiiure die Biuretprobe anstellt. Uberschichtet man 
festes Eiweif mit Salzsdiure, so erhilt man selbst nach Stunden 
kaum eine Andeutung einer Biuretprobe, wihrend im Parallel- 
versuch mit Magensaft schon nach relativ kurzer Zeit eine 
deutliche Biuretprobe erkennbar ist. Die Versuche mit Gelatine 
machen eine Ausnahme. Hier wirkten die Salzsiure und der 
Magensaft gleichma&Bbig auf die von vornherein geléste und die 
feste Gelatine ein. Dieses Verhalten beruht offenbar darauf, dal 
die feste Gelatine in LOsung ging und dadurch sich andere Ver- 
hiiltnisse ergaben, als bei den unlodslichen Eiweifk6érpern. Die 
Versuche mit Gelatine miissen mit ganz kurzen Beobachtungs- 
perioden wiederholt werden. Auch die Versuche mit Muskel- 
gewebe miissen fiir sich betrachtet werden, weil auch hier speziell 
beim rohen Muskel lésliche Proteine zu beriicksichtigen sind. 

Besonders interessant gestalteten sich die Versuche mit 
Eiereiweifi, das verschieden lange Zeit koaguliert worden war. 
Hier lift sich der Unterschied in der Wirkung von Salzsaure 
und Magensaft sehr deutlich demonstrieren. Bei geléstem Eier- 
eiweif} war die Einwirkung von Magensaft und Salzsaure ziem- 
lich gleich. Bei Eiereiweif, das 3/4 Minuten auf 95° erwérmt 
worden war, war schon ein recht deutlicher Unterschied zwischen 
der Magensaft- und Salzsiurewirkung vorhanden. Wurde das 
Eiereiweifh 2 Minuten auf 95° erwiérmt, dann wurde es von 
Salzsiiure kaum noch angegriffen, wahrend der Magensaft eine 
deutliche Einwirkung zeigte. 

Unsere Versuche zeigen somit, dafi die Wirkung des 
Pepsins im Magensaft sich mit Hilfe der optischen Methode 
nicht feststellen lift, wenn geléste resp. genuine Eiweibkorper 
verwendet werden, wenigstens gilt dies fiir die von uns ge- 
wiihlten Versuchsbedingungen. Die Wirkung des Pepsins tritt 
sofort in Erscheinung, wenn koagulierte resp. feste Eiweibkorper 
verwendet werden. Die gemachten Beobachtungen miissen noch 
nach vielen Richtungen ergiinzt und erweitert werden. Viel- 
leicht lit sich auf dieser Grundlage ein Einblick in die Art 
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der Wirkung des Pepsins und seine Bedeutung gewinnen. Wir 
mochten in Hinsicht auf unsere Feststellung noch darauf hin- 
weisen, dai die Ausfiillung des Caseins aus der Milch unter 
der Einwirkung des Labfermentes vielleicht nicht allein den 
Zweck hat, das Casein resp. das Paracasein rein mechanisch im 
Magen fiir einige Zeit festzuhalten und so der Magenverdauung 
zuginglich zu machen; offenbar wird gleichzeitig durch die 
Uberfiihrung des Caseins in eine feste Form dem Pepsin die 
Moglichkeit geboten, seine Wirkung zu entfalten. 

Zum Nachweis von Pepsin und speziell zur Unter- 
scheidung von der Siéurewirkung diirfte die Anwendung von 
festen Proteinen und die Verfolgung des Drehungsvermégens 
oder die einfache Anstellung der Biuretprobe zu empfehlen sein. 

Nach den Versuchen verschiedener Forscher!) diirfte das 
verschiedene Verhalten von geldsten und festen Eiweifkérpern 
in erster Linie auf physikalische Beziehungen zwischen Ferment 
und Substrat zuriickzufiihren sein. Wir haben bereits einige 
Versuche nach dieser Richtung unternommen und uns folgende 
Frage vorgelegt. 

4. Wie verhilt sich festes Kiweifh, das kurze Zeit mit Magen- 
suft in Beriihrung war, nachdem es von Magensaft befreit und 
in destilliertes Wasser tibergefiihrt worden ist? 

Zur Entscheidung dieser Frage tibergossen wir Proteine 
mit Magensaft. Das Gemisch lieBen wir dann 1—2 Stunden 
bei gewOhnlicher Temperatur stehen. Dann gossen wir den 
Magensaft ab und wuschen das Eiweifi mit destilliertem Wasser. 
Nun setzten wir eine bestimmte Menge destillierten Wassers 
hinzu und beobachteten nach einiger Zeit das Drehungsver- 
mogen der Fliissigkeit. Wiahrend des Versuches wurden die 
Proben bei 37° aufbewahrt. Es zeigte sich, dai bald Pepton- 
bildung auftrat — erkennbar an dem Auftreten der biuret- 
reaktion. Die Lisung wurde optisch aktiv. 





1) Vgl. hierzu die Mitteilungen von W. Cramer und A. R. Bearn, 
The effect of heat on enzyme activity. Journal of physiol., Bd. XXXIV. 
Proceed. of the physiol. soc., S. XXXVI, 1906. — On Zymoids. The Bio- 
chemical Journal, Bd. Il, S. 174, 1907. — S. G. Hedin, On extraction 
by casein of trypsin, absorbed by charcoal. The Bio-chemical Journal, 
Bd. Il, S. 81, 1907. — Uber die Aufnahme von Trypsin durch verschie- 
dene Substanzen. Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 497, 1907. 
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Experimenteller Teil. 


Versuche zu Fragestellung 1. 
Spaltung von Eiereiweifpeptonlésung durch Magensaft bezw. 
Salzsaure von der Konzentration, wie sie im Magensaft ent- 
halten ist. 




















10 cm- { 1,25 com 10°, ige EiereiweiB- 10 cm- f 1,25 ccm 10° ige EiereiweiB- 
rotennaees. Roh eptonlésung, 
Rohr | 6,75 » Magensaft. ohr | 675 » Salzsiure. 
Kinwirkungsdauer Beobachtete EKinwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung (Stunden) | Drehung 

— — 0,49 —_— — (),42 
13 | — 0,40 13 | — 0,40 
19'/, — 0,40 19'/2 — 0,38 
24 | — 0,40 24 — 0,38 
38 | — (),40 38 — 0,37 
4543 | — 0,40 45'/9 — 0,38 
47‘, | = —O,44 47's | —0,38 
61 | — 0,40 6 | — 0,38 
70 | — 0,42 70 | —0,39 





Spaltung von Eiereiweifipeptonlisung durch Magensaft bezw. 

Salzsiure von der Konzentration, wie sie im Magensaft ent- 

halten ist, bei nachtréiglichem weiteren Zusatz von Magen- 
saft bezw. Salzsaure. 


10 ¢m- { 25 ccm 10°),ige Kiereiweif- 
> js y 

Rohr ) 5: peptonlisung, 
55 » Magensaft. 








9 ee 0! toa iy spwel (. 
10 cm- f 2,5 com 10°, ige Kiereiweii 
i peptonlésung, 
ohr | 55 » Salzsaure. 





me senna mamma ae eR ——____—_—_—_—_—_—_—_—_—_—_—_—_—_———— 
Kinwirkungsdauer | Beobachtete Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) | Drehung (Stunden) | Drehung 
— — (1,88 a | — 0,78 
13 | 0,72 13 | 0,76 
19") | 78 19/2 —— 2:76 
24 | — 0,70 24 — 0,74 
38 | — 0,70 38 — 0,74 
45 ')y | — 0,68 45/2 — 0,74 
47'/s — (0,71 47'/s — 0,73 
61 | — 0,70 61 — 0,74 
70 — (),70 70 — 0,73 


Von dem Inhalt des Polarisationsrohres 
wurde 1 ccm entnommen und daftir 1 ccm 
Magensalt zugesetzt 








Von dem Inhalt des Polarisationsrohres 
wurde icem entnommen und dafiir 1 ccm 
Salzsaure zugesetzt. 


71 — (),57 71 | — 0,68 
bats) | — 0,58 85 — 0,66 
Nochmals 1 ccm entnommen, dann 1 ccm Nochmals 1 ccm entnommen, dann 1 ccm 
Magensaft zugefigt Salzsaure zugefiigt. 
86 — 0.51 86 | — 0,59 
109 | = 0,52 109 | 0,58 
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Einwirkung von Magensaft bezw. Salzsdiure von der Konzen- 
tration, wie sie im Magensaft enthalten ist, auf Gelatine- 


pepton. 


1 ccm 10 °/oige Gelatine- 
peptonlésung, 
1 » Magensaft, 
Rohr 2 »  physiolog. Koch- 
salzlésung. 


5 cm- 














Einwirkungsdauer | Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
‘as — 0.34 
2 | — 0,34 
16 | —0,34 
18 | —0,34 
23 | — 0.34 
25'/s | — 034 
WM) | — 0,54 
47 | — 0,34 
65 | —0,34 
72 | —0,34 





{1 ccm 10°%/oige Gelatine- 
5 cm- peptonlésung, 

1,2 » '/to-n-Salzsaure, 
Rohr 1.8 » physiolog. Koch- 

















salzlésung. 
Einwirkungsdauer | Beobachtete 

(Stunden) Drehung 
— — 0,30 

2 — 0,30 

16 — 0,30 

18 — 0,30 
23 — —0,30 
25'/s — 0,30 
4) — 0,30 
47 — 0,30 
65 — 0,30 
72 — 0,30 


Einwirkung von Magensaft bezw. Salzsaure von der Konzen- 
tration, wie sie im Magensaft enthalten ist, auf Seiden- 
peptonlésung. 


peptonlosung, 

» Magensaft, 

» physiol. Kochsalz- 
lésung. 


0,5 ccm 10°%/oige Seiden- 
2 cm- 


Rohr | 25 








Einwirkungsdauer Beobachtete 








(Stunden) Drehung 
— | —0,03 
1 | —0,03 
2 | —0,04 
17 — 0,04 
19 — 0,04 
24 — 0,04 
47 — (),04 
68 | — 0,04 
5 em- { 3 ccm Magensaft, 
Rohr 1 » 10°/oige Seiden- 
| peptonlésung. 
™ | —0,12 
1 [ne EE 
2 ~- 012 


14 — 0,12 





0,5cecm 10° /oige Seiden- 
5 cm- | peptonlésung, 
1,2 » '/w-n-Salzsadure, 
Rohr | 2'3 » physiol. Kochsalz- 
losung. 








Einwirkungsdauer Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
— 0 
1 | 0 
17 () 
24 0) 
47 () 
68 0 
5 em- 3com '/ro-n-Salzsdure, 
Rohr i > 10°/oige Seiden- 
\ peptonlosung. 
_ — 0,02 
I — 001 
2 — 0,02 
14 0,01 
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Versuche zu Fragestellung 2. 


Spaltung von Eiereiweiflésung durch Magensaft 
bezw. Salzsaéure von der Konzentration, wie sie im Magensaft 
enthalten ist. 


5em- {3 ccm Magensaft 
Rohr |-+ 1 ccm Eiereiweifilésung. 








Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
_ —« 78 
1 — 0,85 
2 triibe 
4 , 
D » 
6 > 
7 
8 > 
7 — 0,94 
23 | — 0,94 
26 | — 0,94 





d5em- (3 ccm '/1o-n-Salzsaure 
Rohr |+ 1 ccm Elereiweiflésung. 








Beobachtete . 





Einwirkungsdaver | 
(Stunden) | Drehung 
- | 0,73 
1 | triibe 
2 
4 
5 
6 > 
rj | 
8B 
9 | — 0,85 
23 | 0,92 
26 — 0,93 


Spaltung von Eiereiweiflésung durch Magensaft 
bezw. Salzsdure von der Konzentration, wie sie im Magensaft 
enthalten ist. 


4 1 ccm Magensaft, 
dcm-] g - Bt eel 
0 » Eilereiweifilésung, 


Rohr | 2,9 physiol. Kochsalz- 
lOsung. 


Beobachtete 

















Kinwirkungsdauer 





(Stunden) Drehung 
= | —031 

1 | —0,31 

2 — 0,31 

17 0,40 

19 — 0.40 
24 — (41 
47 — 0,41 


63 — 0,41 





; bie ccm 4/1o-n-Salzsaure, 

ocm-105 » Eiereiweiflésung, 

Robr| 2 » physiol. Kochsalz- 
losnng. 

_ ee 

Einwirkungsdauer | Beobachtete 








(Stunden) Drehung 
— — (),26 

1 — 0,26 

2 — 0,26 

17 — 0,38 

19 — 0,38 

D4 | — 0,39 

47 | — 0,42 

68 | — 0,45 
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Spaltung von Eiereiweiblésung durch Magensaft 
bezw. Salzséure von der Konzentration, wie sie im Magensaft 
enthalten ist. 


2ccm Magensaft, 
>» Kiereiweiflésung, 
Rohr \ 4 > physiol. Kochsalzlisung. 


5 cm- { 











Einwirkungsdauer | Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
— | — 0,63 
1/2 | triibe 
2'/e | 
3'/2 ‘ 
4lly > 

19'/2 — 0,93 

23'/2 — 0,93 

28'/2 — 0,93 

43 — 0.93 

45 | triibe 

50 > 

67 » 

74 > 

92 

99 > 
116 » 
169 » 





2.4ccm !/o-n-Salzsaure, 
Roh » Eiereiweiflisung, 
ohr | 06 » physiol. Kochsalzlésung. 


5 cm- 








Einwirkungsdauer Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
et | — 0,46 

2 | — 0,49 

3 | — ().49 

4 | — 0.53 

5 | — 0,54 
20) | — 0,76 
24 | — (),80 
29 | —9 
431! — 0,85 
45 1/5 | — (0.85 
50'/2 — 0,85 
67'/2 — (). $5 
74 — ().85 
9242 | — 0,85 
99 1), [= iit 
116 1/3 — 0).85 
1691/2 | —0,85 


Spaltung von Eiereiweifilésung durch Magensaft bezw. Salz- 

siure von derselben Konzentration, wie sie im Magensaft 

enthalten ist, bei nachtraiglichem weiterem Zusatz von 
Magensaft bezw. Salzsaure. 











. cm-Rohr { ; — cin etwciaibeene. 
Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 

— | triibe 

13 | 094 

17 | —0,91 

24 | —0,90 

37 — ().90 


Der Inhalt des Roéhrchens wurde aut- 
geschiittelt, 1 ccm daraus entnommen 
und dafiir 1 ccm Magensaft zugesetzt, 
dann zur Klarung 10 Stunden in den 
Eisschrank gestellt. 


47 | — 0,68 
62'/2 — 0,67 
70 — 0.68 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 





z 3 ccm !/,.-n-Salzsaure 
5 cm-Rohr ! A jester pts ’ 
\ 1 » Elereiweiflisung. 








Kinwirkungsdauer Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
— triibe 
13 — 0,90 
17 | — 0,90 
24 | —091 
37 — 0,99 


Der Inhalt des Réhrchens wurde auf- 
geschittelt, 1 ccm davon entnommen und 
dafiir 1 ccm '/,-n-Salzsaure zugesetzt, 
dann zur Klarung 10 Stunden in den 
Eisschrank gestellt. 


47 — 0.67 
62'/3 — ().67 
70 en 


20 
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Verschiedene Mengen Eiereiweiflésung mit Magensaft bezw. 

Salzsaiure von der Konzentration, wie sie im Magensaft ent- 

halten ist, im Reagenzglase angesetzt und im 10 cm-Rohr 
die Drehung festgestellt. 


Drehung des Magensaftes: — 0,06. 


]. 1 cem fliissiges Eiereiweifh 
+ 10 ccm Magensaft. 

mamonerseen yeh eneiiaaeaiiadmaanadniadiaidtameel 

Beobachtete 
Drehung 








Einwirkungsdauer 
(Stunden 





17 — ORF 


Il. 2 cem fliissiges Eiereiweif 


-+- 10 ccm Magensaft. 





Beobachtete 


Kinwirkungsdauer 
Drehung 


(Stunden) 





18 — 1,58 


Ill. 3 cem fliissiges Eiereiweif 
+ 10 ccm Magensaft. 


Einwirkungsdauer Beobachtete 














(Stunden) Drehung 
181\ | — 204 





Ia. 1 ccm fliissiges Eiereiweif 
+ 10 ccm Salzsaure. 











Einwirkungsdauer Beobachtete _ 
(Stunden) Drehung 
17 | = 0.79 


Ila. 2 ccm flissiges Eiereiweif 
+ 10 ccm Salzsidure. 








EKinwirkungsdauer | 3eobachtete 
(Stunden) Drehung 
18 | — 1,49 


Illa. 3 cem fliissiges Eiereiweif 
+ 10 ccm Salzsaure. 














semen ane 
Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
18'' nach mehrmaligem 


Filtrieren noch triibe 


Verschiedene Mengen Serumeiweiff mit Magensaft bezw. Salz- 
siure von der Konzentration, wie sie im Magensaft enthalten 
ist, im Reagenzglase angesetzt und im 10 cm-Rohr die 
Drehung festgestellt. 


Drehung des Magensaftes: — 0,06. 


Il. 1 ccm Serum -- 10 ccm 


| 


Magensatft. 





Beobachtete 
Drehung 


EKinwirkungsdauer 
(Stunden) 





17 — 0.56 


ll. 2 ecem Serum + 10 ccm 


Magensaft. 





Beobachtete 
Drehung 


Einwirkungsdauer 
Stunden) 





17 — 1,04 





la. 1 ccm Serum + 10 ccm 


Salzsaure. 





Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
17 | — 0,48 


| 
' 


Ila. 2 ccm Serum -+ 10 ccm 
Salzsaure. 














Einwirkungsdauer | _ Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
17 | — 0,88 


| 
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Wirkung von Magensaft bezw. Salzsaiure von der Konzen- 


tration, wie sie im Magensaft 


enthalten ist, auf geliste 


Gelatine. 


10 em-{ %° ccm 10°/oige Gelatine- 
lésung 


Rohr | ae 7 ecem Magensaft. 








Einwirkungsdauer | Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
me | 1,02 
14 i. 
16 | — 0,91 
21 | — 0,92 
24 | 0,92 
38 | —0O91 
uM | _—o9t 
46 | — 0,91 
48 | nm O08 
62 | = —0,89 
66 | — 0.90 
70 | — 0,90 





0.5 ccm 10° vige Gelatine- 
10 cm-| ccm 1 : vige Gelatine 
dsung 
Rohr “ a 
+ 7 ccm Salzsiiure 








Einwirkungsdauer  Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
- — 1,03 
14 — 0,91 
16 0,91 
24 — 0,91 
D4 — 0,91 
38 — 0,90 
41 — 0,90 
46 — 0,90 
48 — 0,91 
62 — 0,89 
66 — 0,89 
70 — 0,90 


Wirkung von Magensaft bezw. Salzsiure von der Konzen- 
tration, wie sie im Magensaft enthalten ist, auf geliste 
Gelatine. 


1 ccm 10°%/oige Gelatine- 
Rol lésung 

LO ir 

| + 7 ccm Magensatft. 


10 em- 








Einwirkungsdauer | Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
— " 

2 — 1,5 

4 — 1,55 

6 | — 1,55 

21 — 1,55 

27 — 1,55 





1 ecm 10°/oige Gelatine- 
Rot losung 
ohr ° 
| + 7 ccm Salzsdure. 


10 cm- 





Einwirkungsdauer | Beobachtete 








(Stunden) Drehung 
— — 1,70 

2 — 1,45 

4 — 1,45 

6 — 1,45 

21 — 1,44 

27 | — 1,44 


20* 
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Spaltung von Eiereiweiflésung durch Salzsaure in 
verschiedenen Konzentrationen. 


1 ccm EjiereiweiB 
5 cm-Rohr 


+ 3 ccm !/,)-n-Salzsaure. 

















2,25 
7 


Rohr 


» 1/,-n-Salzsaure, 


5cm-{ 1 _ccm KiereiweiB, 
5 » physiol. Kochsalzlisung. 




















Einwirkungsdauer Beobachtete Einwirkungsdauer Beobachtete — 
Stunden) Drehung (Stunden) Drehung 
: — 0,60 — | 0,58 
1 — 0,61 1 — 0,57 
2 — 0,61 2 — 0,58 
17 — 1,02 4 — 0,63 
8 — 0,72 
21 — (),87 
28 — (),87 
4 | — 0,97 
5em-({1. ccm Eiereiweib, 5cem-{1 ccm EiereiweiB, 
1,5 » ‘o-n-Salzsaure 0,75 » 1‘ 9-n-Salzsaure, 
Rohr 1,5 » physiol. Kochsalzlésung. Rohr 2,25 » physiol. Kochsalzlésung. 
Einwirkungsdauer Beobachtete : | Einwirkungsdauer | ~ Beobachtete 
(Stunden) Drehung (Stunden) Drehung 
_ — 0.58 — — 0,51 
1 — 0,58 1 — 0,52 
2 — 0,57 2 — 0,52 
4 — 0,58 4 — 0,51 
8 — 0,58 8 — 0,51 
21 — 0,63 21 — (51 
28 — 0,63 28 — 0,51 
46 — 0,69 46 — 0,51 











Versuche zu Fragestellung 3. 

Wirkung von Magensaft bezw. Salzsiure von der Konzen- 
tration, wie sie im Magensaft enthalten ist, auf gleiche Mengen 
fliissiges resp. genuines und koaguliertes Eiereiweif. 
(Drehung im 10 cm-Rohr festgestellt.) 

Drehung des Magensaftes: — 0,19. | 
Fliissiges EKicreiweif. 




















1 ccm genuines Eiereiweih 1 ccm genuines Eiereiweif 
+ 10 ccm Magensaft. + 10 cem Salzsaure. 
‘Einwirkungsdauer | Beobachtete Kinwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung (Stunden) | Drehung 
19'/, | — 0,85 19'/s | — 0,70 
45 | — 0,83 45 — 0,80 
68 | — 0,84 68 — 0,80 
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Koaguliertes Eiereiweiff (5 Min. bei 75°). 


1 ccm Eiereiweifi, koagul., 
+ 10 ccm Magensaft. 








Einwirkungsdauer | Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
20 — 0,83 
45 | —0,85 
68 | —0,86 


1 ccm Eliereiweifi, koagul., 
+ 10 cem Salzsaure. 








Beobachtete 





Einwirkungsdauer 





(Stunden) Drehung 
20 - 0,16 
45 — O15 
68 O15 


Einwirkung von Magensaft bezw. Salzsaiure von der Konzen- 
tration, wie sie im Magensaft enthalten ist, auf EKiereiweif, 
das verschieden lange Zeit koaguliert worden war. 

Im 10 cm-Rohr beobachtet. 


Drehung des Magensaftes: — 0,19. 
von 1 ccm Elereiweif 
+ 10 ccm H,0: — 0,35. 
I. 1 ccm genuines Eiereiwei 
+ 10cem Magensaft. 








Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 





25 1/2 | — (),72 
Il. 1 ccm Elereiweif, */4 Min. bei 95° 
koaguliert + 10 ccm Magensaft. 


AA 
es 


Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) | Drehung 











25's ae: 


Il. 1 ccm Elereiweifi, 2 Min. bei 95° 
koaguhiert + 10 ccm Magensatft. 








Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung 





251/2 | — 0,52 


ae 
| 





Drehung von 1 ccm Eiereiweils 
+ 10 ccm H,0: — 0,35. 
la. 1 ccm genuines Eiereiweifh 
+ 10 cem Salzsidure. 








Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


25"! — 0,67 





Ila. ccm Eiereiweifs, */4 Min. bei 95° 
koaguliert +- 10 ccm Salzsaure. 








Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


25' 2 — 0,13 


IIla. 1cem Eiereiweifs, 2 Min. bei 95° 
koaguliert + 10 ccm Salzsaure. 











Einwirkungsdauer | seobachtete 
(Stunden) Drehung 


25'/2 — (0,01 





Einwirkung von verschiedenen Mengen Magensaft bezw. Salz- 

siure von der Konzentration, wie sie im Magensaft enthalten 

ist, auf eine bestimmte Menge Bindegewebe (Hinterschenkel- 
fascie vom Pferd). Drehung im 10 cm-Rohr festgestellt. 


Drehung des Magensaftes: — 0,12. 
l.1gFascie+10cem Magensaft. 








Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 





20 —— 2 45 
| 


ll. 1 gFascie+-20ccm Magensatft. 








ELinwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


20 — 1,27 





la.igFascie+10cemSalzsaure. 








Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


20 + 0,01 





cmeeieeil 


Ila.1gFascie+20ccmSalzsaure. 








Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


20) 0 
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Ill. 1 g Fascie -+- 30 ccm Ila. 1 g Fascie + 30 cem 
Magensaft. Salzsaure. 
Einwirkungsdauer . “Beobachtete | Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung (Stunden) | Drehung 
‘ Qa ‘ 
20 — 0,95 20 | + 0,01 
! 

IV. 1 g Fascie +- 40 ccm IVa. 1 g Fascie + 40 ccm 
Magensaft. Salzsaure. 
kinwirkungsdauer Beobachtete Kinwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung (Stunden) | Drehung 

20 — 0,68 20 | +001 





Wirkung von verschiedenen Mengen Magensaft bezw. Salz- 

siure von der Konzentration, wie sie im Magensaft enthalten 

ist, auf eine bestimmte Menge Elastin (Nackenband vom Pferd 
Im 10 cm-Rohr beobachtet. 


Drehung des Magensaftes: — 0,06. 

























































































l. 1 g Elastin + 10 cem [a. 1 g Elastin + 10 ccm 
Magensaft. Salzsaéure. 
Kinwirkungsdauer Beobachtete Einwirkungsdauer | _—Beobachtete 
(Stunden) Drehung (Stunden) Drehung 
19 a. 19 | —0,09 
I. 1 g Elastin +- 20 ccm Ifa. 1 g Elastin + 20 ccm 
Magensatft. Salzsaure. 
Kinwirkungsdauer seobachtete Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung (Stunden) Drehung 
19 — 091 19 — 0,05 
Ill. 1 g Elastin + 30 ccm Illa. 1 g Elastin + 30 cem 
Magensatft. Salzsaure. 
Einwirkungsdauer Beobachtete Einwirkungsdauer | Beobachtete 
Stunden) Drehung (Stunden) | Drehung 
19 — 0,70 19 | — 0,03 
IV. 1 g Elastin +- 40 ccm IVa. 1 g Elastin + 40 ccm 
Magensaft. Salzsaure. 
Einwirkungsdauer Beobachtete -Einwirkungsdauer ~ Beobachtete 
(Stunden) Drehung (Stunden) Drehung 








19 —  — 0,49 19 |  —0,02 
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Wirkung von Magensaft bezw. 


Salzsiure von der Konzen- 


tration, wie sie im Magensaft enthalten ist, auf Elastin. 
3 Tage lang beobachtet (10 cm-Rohr). 


Drehung des Magensaftes: — 0,04. 


1 g Elastin-+ 10 ccm Magensaft. 
eel 
Einwirkungsdauer Beobachtete 

(Stunden) Drehung 











23 | — 0.58 
49 — 0.88 
72 | — 1,05 





1 g Elastin + 10 cem Salzsaure. 








Beobachtete 





Einwirkungsdauer 





(Stunden) Drehung 
23 | — 0,06 
49 - 0,05 
72 — 0,05 


Einwirkung von verschiedenen Mengen Magensaft bezw. Salz- 
siure von der Konzentration, wie sie im Magensaft enthalten 
ist, auf eine bestimmte Menge Horn (Hufhorn vom Pferd@d). 
Drehung im 10 cm-Rohr festgestellt. 


Drehung des Magensaftes: — 0,04. 


I. 1 g Horn + 10 ccm 
Magensaft. 





Einwirkungsdauer | Beobachtete 


(Stunden) Drehung 





211/2 — 0,68 


Il. 1 g Horn + 20 ccm 
Magensaft. 





Einwirkungsdauer Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
21/2 | — 0,38 


Ill. 1 g Horn +- 30 ccm 
Magensaft. 








Beobachtete 
Drehung 





Einwirkungsdauer 
(Stunden) 








21 1/9 | = 0.24 


IV. 1 g Horn + 40 ccm 
Magensaft. 


———— EE 








Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
21'/ — 0,20 





Ia. 1 g Horn + 10 ccm 
Salzsaure. 








Beobachtete 


Einwirkungsdauer 
Drehung 


(Stunden) 


21'/2 -+- 0,02 





Ila. 1 g Horn + 20 ccm 
Salzsadure. 





Beobachtete 
Drehung 


Einwirkungsdauer 
(Stunden) 





21'/s + 0,01 


IIfa. 1 g Horn +- 30 ccm 
Salzsaéure. 








Beobachtete 


Einwirkungsdauer 
Drehung 


(Stunden) 





21'/s +. 0,01 


IVa. 1 g Horn + 40 ccm 
Salzsaure. 











ye _ ed 
Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
21'/s + 0,01 
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Wirkung von Magensaft bezw. Salzsaéure von der Konzen- 
tration, wie sie im Magensaft enthalten ist, auf Horn. 
Drehung im 10 cm-Rohr festgestellt. 


Drehung des Magensaftes: — 0,04. 


"2 g Horn + 10 ccm Magensaft. 


Rcneemanaet 


Einwirkungsdauer | 








Beobachtete 








(Stunden) Drehung 
22 | — 0,38 
49 — 0,55 
73 | — 0,68 





e g Horn + 10 ccm Salzsdaure. 








Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
22 | +0,02 
49 +. 0,01 
73 + 0,01 


Wirkung verschiedener Mengen Magensaft bezw. Salzsaure 

von der Konzentration, wie sie im Magensaft enthalten ist, 

auf eine bestimmte Menge Knorpelgewebe (Gelenkknorpel vom 
Pferd). Drehung im 10 cm-Rohr festgestellt. 


Drehung des Magensaftes: — 0,19. 


I. 1 g Knorpel + 10 ccm 
Magensaft. 








Beobachtete 


Kinwirkungsdauer 
Drehung 


(Stunden) 





21 | its 


ll. 1 g Knorpel -+- 20 ccm 
Magensaft. 











Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) | Drehung 
21 — 


II. 1 g Knorpel + 30 ccm 
Magensaft. 








Einwirkungsdauer | Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
21 — 0,44 


[V. 1 g Knorpel + 40 ccm 
Magensaft. 








Beobachtete 
Drehung 


Einwirkungsdauer 
(Stunden) 





21 — 0,30 





Ia. 1 g Knorpel -+- 10 ccm 








Salzsaure. 
Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
21 0,02 


Ila. 1 g Knorpel -+- 20 ccm 


























Salzsaure. 
Einwirkungsdauer | Beobachtete — 
(Stunden) Drehung 

21 | +- 0,01 
IIIa. 1 g Knorpel + 30 ccm 
Salzsaure. 
Einwirkungsdauer | —Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
21 + 0,01 
IVa. 1 g Knorpel -++ 40 ccm 
Salzséure. 
Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
21 | 0 
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Wirkung verschiedener Mengen Magensaft bezw. Salzsaure 
von der Konzentration, wie sie im Magensaft enthalten ist, 
auf eine bestimmte Menge Gelatine. Drehung im 10 cm-Rohr 
beobachtet. 


Drehung des Magensaftes: — 0,19. 


I. 0,8 g Gelatine -++ 10 cem 
Magensaft. 
TCL 
Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


26 — 546 














I]. 0,5 g Gelatine ++ 20 ccm 














Magensaft. 
Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 

26 | — 2.73 
Ill. 0,5 g Gelatine + 30 ccm 
Magensaft. 

















Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 





26 |  — 2,02 


IV. 0,5 g Gelatine -- 40 ccm 








Magensaft. 
Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) | Drehung 
— 1,39 


26 | 





la. 0,5 g Gelatine -+ 10 ccm 
Salzsdaure. 





Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


26 — 5,30 


Ila. 0,5 g Gelatine + 20 ccm 
Salzsaure. 




















AAT? spennemmen eee —mmmennel 
Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 
26 } om 2,65 


| 
Ila. 0,5 g Gelatine +- 30 cem 
Salzsaure. 





Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


26 1,90 





IVa. 0,5 g Gelatine +-+- 4) ccm 
Salzsaure. 
Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


26 — 1,30 








Wirkung von Magensaft bezw. Salzsiure von der Konzen- 
tration, wie sie im Magensaft enthalten ist, auf rohes und 
koaguliertes Muskelgewebe (10 cm-Rohr). 


Drehung des Magensaftes: — 0,12. 


1. Rohes Muskelgewebe. 


I. 1 g rohes Muskelgewebe 
-++- 10 ccm Magensaft. 


Einwirkungsdauer | —Beobachtete 





(Stunden) Drehung 
23 | — 1,35 


I]. 1 g rohes Muskelgewebe 
+ 20 ccm Magensaft. 

Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 











23 — 0,73 





la. 1 g rohes Muskelgewebe 
+ 10 ccm Salzsiure. 


Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


23 — 0.36 














IIa. 1 g rohes Muskelgewebe 
+ 20 ccm Salzsaure. 





Einwirkungsdauer Beobachtete 
(Stunden) Drehung 


23 — 013 
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2. Koaguliertes Muskelgewebe. 



































I. 1 g koaguliertes Muskelgewebe la. 1 g koaguliertes Muskelgewebe 
+. 10 ccm Magensatft. +- 10 ccm Salzsaure. 
Einwirkungsdauer Beobachtete Einwirkungsdauer | Beobachtete 
(Stunden) Drehung (Stunden) Drehung 
23 | — 1,23 23 | — 0,09 
I]. 1 g koaguliertes Muskelgewebe IIa. 1 g koaguliertes Muskelgewebe 
+ 20 ccm Magensaft. + 20 ccm Salzsdure. 
Einwirkungsdauer ~Beobachtete Einwirkungsdauer Beobachtete | 
(Stunden) Drehung (Stunden) Drehung 
23 — (),70 23 | — 0,04 


Versuche zur Fragestellung 4. 
Spaltung von Elastin durch Magensaft, der nur kurze Zei|! 
in Beritihrung mit dem Elastin war. 


Versuch 1, 





Drehung des Magensaftes: — 0,05. 
Ce ene} 
; ll. | Hl. 
20 ccm Salzsiiure 20 ccm Magensaft + 1g) —— 
| ~ D . 


+- 1 ¢ Elastin Elastin 





I, Il, lll wurden 1'/: Std. 
bei Zimmertemperatur auf-| 
bewahrt, dann in den Brut-! 
schrank gebracht und nach 
weiteren 15 Stunden das. 
Drehungsvermégen festge-! 


stellt. | 
| Bevor III in den Brut- 


schrank gebracht wurde, 
wurde der Magensaft ab- 
igegossen, das Elastin mit 
Wasser ausgewaschen und 
idas das Elastin enthaltende 

Roéhrchen, soweit der 
‘Magensaft gereicht hatte, 
| mit Wasser angefiillt. 


Beob. Drehung: Beobachte Drehung: | Beobachte Drehung: 
| — 0,10. 


‘Nach weiteren 31 Stunden: 
| — 0,62. 


0 ni SS 





Uber die Wirkung des Pepsins und der Salzsaure. dtl 




















Versuch 2. — Drehung des Magensaftes: — 0,12. 
I. 10 ccm Salzséure Il. 10 ccm Magensaft + 1 g III. 10 ccm Magensaft +- 1g 
+. 1g Elastin Elastin Elastin 





I, Il, If wurden 1 Stunde 

bei Zimmertemperatur auf- 

bewahrt, dann in den Brut- 

schrank gebracht. Nach 22 

Stunden wurde das Dre- 

hungsvermigen festgestellt. 
Bevor II] in den Brutschrank 
gebracht wurde, wurde der 
Magensaft abgegossen, das 
Elastin mit Wasser ausge- 
waschen und das das Elastin 
enthaltende RoOhrchen, so- 
weit der Magensaft gereicht 
hatte, mit Wasser angefiillt. 

Beob. Drehung Beobachtete Drehung seobachtete Drehung 
on O84 — 1,08 — 0.99 


Spaltung von Bindegewebe (Hinterschenkelfascie vom Pferd) durch 
Magensaft, der nur kurze Zeit seine Wirkung entfalten konnte 
(Drehung im 5 cm-Rohr beobachtet). 























I. 1g Fascie II. 1 g Fascie -- 20 ccm Ill. 1 g Fascie +- 20 ccm 
+ 20ecm HC] Magensaft Magensaflt 





I, If, I] wurden 45 Minuten 

bei Zimmertemperatur ste- 

hen gelassen und dann in 

den Brutschrank gebracht. 
Bevor III in den Brutschrank kam, 
wurde der Magensaft abgegossen, 
das Bindegewebe mit Wasser aus- 
gewaschen und das das Binde- 
gewebe enthaltende Reagenzglas 
soweit mit Wasser wieder gefillt, 
wie der Magensaft gereicht hatte. 

I, II, Il verblieben 16 Std. Das Drehungsvermégen des abge- 

im Brutschrank, dann wurde gossenen Magensaftes und des zum 

das Drehungsvermégen in Auswaschen benutzten Wassers 

einemdcm-Rohrfestgestellt. hatte keine Anderung erfahren. 


[.: — 0.03 Il.: — 0,71 Hl.: — 0,70 
nach welteren 10 Stunden: 

I.: — 0,08 IIl.: — 0,87 II.: — O80 
nach weiteren 15 Stunden: 

I.: — 0,10 II.: — 0,95 Il.: — 0,84 


Die erhaltenen Befunde fiihren zu mannigfaltigen Frage- 
stellungen. Vor allem wird zu priifen sein, wie sich das Pro- 
pepsin gegeniiber festen Proteinen verhilt. Versuche nach 
dieser Richtung sind bereits im Gange. 











Weitere Untersuchungen iiber die Verwendbarkeit des Seiden- 
peptons zum Nachweis peptolytischer Fermente. 


Von 
Emil Abderhalden und Eugen Steinbeck. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
Der Redaktion zugegangen am 12. August 1910.) 





Es sind aus dem hiesigen Institute mehrere Arbeiten 
hervorgegangen, die zeigten, dafi das Seidenpepton in einfachster 
Weise gestattet, in Organen peptolytische Fermente festzu- 
stellen. Wir haben diese Versuche fortgesetzt und dabei be- 
obachtet, daf der Erfolg der Untersuchung ganz wesentlich 
von der Beschaffenheit des Seidenpeptons abhingt. Es _ sei 
deshalb nochmals kurz geschildert, in welcher Weise wir im 
hiesigen Institute das Seidenpepton gewinnen. Als Ausgangs- 
material verwenden wir Seidenabfiille. Diese werden, nachdem 
sie 48 Stunden bei 100° getrocknet worden sind, in 70°/oige 
Schwefelsiiure eingetragen. Gew6hnlich gehen wir von 1 kg 
Seidenabfiillen aus und verwenden die fiinffache Menge Schwefel- 
siiure. In neuerer Zeit haben wir aber auch weniger angewandt. 
Bei Verwendung der dreifachen Menge waren die Resultate 
noch ganz gute, wiihrend die Anwendung der zweifachen Menge 
unbefriedigende Resultate ergab. Es traten dabei schwer loés- 
liche gallertige Produkte auf, die die weitere Verarbeitung sehr 
storten. Die schwefelsaure LOsung lieben wir 4 Tage lang 
bei 25° stehen. Dann wurde die Lésung mit der zehnfachen 
Menge Wasser verdiinnt, nachdem vorher das Gefif mit der 
Seidenpeptonlosung in Eis gestellt worden war. 

Nun entfernten wir die Schwefelséure durch Zusatz der 
berechneten Menge an festem, feingepulvertem Baryumhydroxyd. 
Hierbei wird fortwahrend umgerihrt. Am besten turbiniert man 
das Gemisch. Nach etwa 12stiindigem Stehen wird dann das 
Barvumsulfat durch doppelte Faltenfilter filtriert oder durch mit 
Tierkohle getrankte, gehirtete Filter abgenutscht. Der Baryum- 
sulfatniederschlag wird wiederholt in der Reibschale mit de- 
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stilliertem Wasser von 25° zerrieben und wieder durch Filtration 
oder durch Dekantieren vom Waschwasser getrennt. Verfolgt 
man keine besonderen Zwecke, so kann man den Baryumsulfat- 
niederschlag auch mit Wasser auskochen. Eine Gefahr ist nur 
dann vorhanden, wenn die Neutralisation der Schwefelsiure mit 
Baryt keine geniigende war, d. h. wenn noch ein Uberschu von 
Schwefelséure oder von Baryt vorhanden ist. Durch das Kochen 
besteht dann die Gefahr eines weiteren Abbaues des Peptons bis 
zu Aminosduren. Nachdem man sich nochmals tiberzeugt hat, dab 
die vereinigten Filtrate vom Baryumsulfatniederschlag frei von 
Schwefelsiiure und Baryt sind, wird unter vermindertem Druck 
bei einer 40° des Wasserbades nicht tibersteigenden Tempe- 
ratur eingeengt. Meistens verléuft die Destillation ganz glatt, 
manchmal jedoch verhindert lebhaftes Schaiumen der Fliissigkeit 
das Einengen. In diesem Fall kommt man am besten zum Ziel, 
wenn man die Seidenpeptonlésung aus einem Scheidetrichter in 
den Destillationskolben wiihrend der Destillation eintropfen labt. 
Hat man die Seidenpeptonlésung auf ein kleines Volumen ge- 
bracht, dann priift man noch einmal auf Schwefelsaure und Baryt. 
Aus unbekannter Ursache entziehen sich oft ganz betriachtliche 
Mengen von Baryt dem Nachweis. Es empfiehlt sich, auf alle Fille 
eine Probe einzudampfen und zu veraschen. Ergibt sich ein 
Baryum enthaltender Riickstand, dann verdiinnt man am besten 
die Seidenpeptonlésung und erwirmt sie auf etwa 60° und fiigt 
nunmehr die annéhernd berechnete Menge Schwefelsiure hinzu. 
Gewohnlich gelingt es dann leicht, die letzten Reste von Baryt 
zu entfernen. Nunmehr engt man die Seidenpeptonlésung 
noch weiter ein, bis sie dickfliissig wird. Nun trigt man die 
gelbbraun gefiirbte Loésung unter bestandigem Riihren in ab- 
soluten Alkohol ein. Dabei fallt das Seidenpepton in Form 
von hellgelb gefirbten bis farblosen Flocken aus. Es ist von 
Wichtigkeit, das Zugieben der Seidenpeptonlésung zu_ einer 
bestimmten Menge Alkohol nur so lange fortzusetzen, als das 
Seidenpepton sich sofort in fester Form und midglichst farblos 
abscheidet. Sobald das Seidenpepton in Sirupform im Alkohol 
untersinkt, muf der Zusatz von Seidenpeptonlosung abgebrochen 
werden, d. h. man nimmt eine neue Menge Alkohol und be- 











314 Emil Abderhalden und Eugen Steinbeck, 


obachtet hier dieselben Vorsichtsmabregeln wie vorher. Man 
kann so aus 1 kg Seidenabfillen leicht 200—300 g Seidenpepton 
erhalten. Dampft man die alkoholischen Filtrate nochmals ein, und 
wiederholt man den ganzen Prozek, so kann man noch ganz be- 
triichtliche Mengen von brauchbarem Seidenpepton gewinnen. 

Noch reinere Praparate von Seidenpepton erhielten wir, 
wenn wir die wiisserige Seidenpeptonlésung mdglichst stark 
eindampften und dann den Riickstand mit Methylalkohol aus- 
kochten. Die heife methylalkoholische LOsung trugen wir dann 
in absoluten Athylalkohol ein. Wir verwendeten zu allen unseren 
Versuchen nur Seidenpepton, das auf eine der genannten Weisen 
gewonnen war. Diese Priiparate losen sich in Wasser sehr leicht 
und geben eine hellgelb gefiarbte Loésung. Die Reaktion der 
Losung ist schwach sauer bis amphoter. Die Substanz ist nicht 
hygroskopisch. Noch reinere Priiparate, die wir speziell fiir die 
optische Methode im hiesigen Institute verwenden, werden er- 
halten, wenn die wasserige Seidenpeptonlésung aus 1°/oiger 
Losung mit 10°/oiger Phosphorwolframsaurelésung gefiéllt wird. 
Wird der Niederschlag in der tiblichen Weise mit Baryt zerlegt, 
dann erhiilt man schneeweifes Seidenpepton, das vollstandig 
luftbestandig ist und absolut farblose L6sungen gibt. Wir hatten 
Gelegenheit, mit Praiparaten zu arbeiten, die den von uns ge- 
stellten Anforderungen nicht entsprachen. Wir erhielten auch 
damit meistens positive Resultate, doch erst bei viel langerer 
Versuchsdauer. Auch war die Ausscheidung des Tyrosins lange 
nicht so ausgiebig wie in Kontrollversuchen mit unseren reineren 
Priparaten. 

Unseren Versuchen lagen zwei Fragestellungen zugrunde: 

1. Wie labt sich das Vorkommen von _ pepto- 
lytischen Fermenten in normalen und pathologisch 
veriinderten Organen am besten demonstrieren? 

Bei Verwendung von 25°/oiger Seidenpeptonlésung abt 
sich das Vorkommen von peptolytischen Fermenten in ver- 
schiedenartigen Geweben am schonsten in folgender Weise zur 
Anschauung bringen. Wir haben z. B. normale Nieren, ferner 
Stauungsnieren, Fettnieren usw. nach der Technik der patholo- 
gischen Anatomen in zwei Hilften geteilt und dann diese, nach- 
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dem sie vorher mit physiologischer Kochsalzlésung modglichst 
vollsténdig blutfrei gewaschen worden waren, in 25°/oige Seiden- 
peptonlésung gehiingt und zwar so, daf das Gewebe von allen 
Seiten von der LOsung umspiilt war. Die LOsung tiberschichteten 
wir mit etwas Toluol und brachten sie dann in den Brutschrank. 
Bei einem Versuche hatten wir Gelegenheit, eine Fehlerquelle 
zu beobachten. Das Organstiick tauchte mit einem Teil in die 
Toluoll6sung hinein und zeigte auf diesem ganzen Teil eine 
regellose Tyrosinabscheidung. Es war fraglich, ob von den 
Stellen aus, an denen das Tyrosin zur Abscheidung gelangte, 
auch die Spaltung des Seidenpeptons herbeigefiihrt worden 
war. Es war die Moglichkeit vorhanden, dafi das Toluol als 
Fillungsmittel gewirkt hatte. Bei richtiger Anstellung des Ver- 
suches beobachtet man oft schon nach 3 bis 5 Stunden Ab- 
scheidung von Tyrosin auf der Schnittflache des Organs. Nach 
12 Stunden ist das Bild schon ein viel deutlicheres. Hat man 
die Kapsel der Niere abgezogen, dann findet man auch die 
AuBenfléche von Tyrosinkrystallen besetzt. Auf der Schnitt- 
fliiche sind die Tyrosinkrystalle im Wesentlichen nur in der 
Rindenschicht der Niere zu beobachten, die Markschicht da- 
gegen ist meist ganz frei von Abscheidungen. Die Krystalle 
haften so gut am Organ, dafi man es mit Leichtigkeit durch 
Waschen von Seidenpepton befreien und dann hiirten kann. 
Bis jetzt haben wir hierzu nur Alkohol benutzt. Es konnen 
jedoch auch nach anderen Methoden Dauerpriparate gewonnen 
werden. Es diirfte zu Vorlesungsversuchen kaum eine bessere 
Methode geben zur Demonstration des Vorkommens von pepto- 
lytischen Fermenten in den Geweben. Wir haben, wie schon 
erwihnt, auch pathologisch verinderte Nieren untersucht. Bel 
der Fettniere war die Tyrosinabscheidung vermindert, ja ge- 
wisse Teile der Rinde waren vollstandig frei von Tyrosin- 
krystallen. Die Stauungsniere, die erst kurze Zeit bestanden 
hatte, wies vermehrte Tyrosinabscheidung in der Rinde auf. 
Bei chronischer Nephritis konnten die schon schwer veranderten 
Stellen daran erkannt werden, daB die Tyrosinabscheidung 
fehlte. Diese Versuche sind alle mit Nieren von Hunden durch- 
gefiihrt worden. Sehr hiibsche Praparate erhalt man auch bei 
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Verwendung von Leber, Ovarien, Hoden und auch von anderen 
Organen. Wir missen vorlaufig die Frage noch offen lassen, ob 
die Tyrosinabscheidung gerade an den Stellen erfolgt, in denen 
auch das Ferment vorhanden ist, d. h., wir miissen es unent- 
schieden lassen, ob die beobachteten Bilder unmittelbar fiir 
eine Fermenttopographie in den Organen verwendbar sind. Von 
den Organen aus werden die Fermente auch an die Seiden- 
peptonlésung abgegeben und bewirken dann auferhalb des Ge- 
webes ebenfalls Spaltung. Es lift sich dies leicht daran erkennen, 
dafi an den GefiiSwinden nach einiger Zeit Tyrosinabscheidung 
erfolgt. Es wire moéglich, daB das auf den Geweben nieder- 
geschlagene Tyrosin sekundar an diese Stellen gelangt wire. 
Hier miissen weitere Versuche entscheiden. Wir verftigen noch 
iiber viele Beobachtungen an normalen und pathologisch ver- 
dinderten Geweben, wir halten sie jedoch noch nicht fiir aus- 
reichend zu bestimmten Schliissen. 

2. Wann lassen sich bei Embryonen in verschie- 
denen Entwicklungsstadien zum erstenmal pepto- 
lytische Fermente nachweisen? 

Wir haben bis jetzt die verschiedenen Entwicklungsstadien 
des Hiihnchens systematisch untersucht und ferner Schweine- 
embryonen verschiedenen Alters gepriift. Es ergab sich, dab 
beim Hiihnchen zum erstenmal peptolytische Fermente in den 
Geweben am 7. bis 8. Tage nachweisbar sind. Schweine- 
embryonen von 3,2 cm Liinge (Alter ca. 37 Tage) wiesen keine 
Spaltung in den Geweben auf. Ein Embryo von 3,3 cm Linge 
zeigte in der Leber Spaltung und ein solcher von 4,8 cm in der 
Niere. Bei Embryonen von 2,8 und 2,2 cm war tiberhaupt keine 
Spaltung erkennbar. Alle ibrigen Embryonen (5,9 cm, 6,9 cm, 
93cm, 9,5em, 10,6em, 7 em, 11 em, 13 em, 14,6 em, 15,5 cm, 
18,9 cm) zeigten fast durchweg in allen untersuchten Organen 
(Herz, Leber, Lunge, Magen, Diinndarm, Pankreasdriise, Niere, 
Geschlechtsorgane) Spaltung. Am ausgesprochensten war die 
Tyrosinausscheidung bei der Leber und der Niere. Wechselnde 
Resultate ergaben Herz, Magen und Diinndarm. Diese Unter- 
suchungen werden im hiesigen Institute fortgesetzt. 





Zur Kenntnis der «Schiittelinaktivierung> des Labs. 
Il. Mitteilung. 
Von 


Signe und Sigval Schmidt-Nielsen. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Christiania.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Juli 1910.) 


Zur Zeit unserer ersten Mitteilungen (in der Biologischen 
Gesellschaft zu Christiania am 9. Dezember 1908!)) iiber unsere 
im Friihjahre 1908 angefangenen Versuche tiber Inaktivierung 
von Labl6sungen durch Schiitteln, waren wir damit vollig un- 
bekannt, daB Abderhalden und Guggenheim?) in einer kurz 
vorher erschienenen Arbeit tber Tyrosinase nebenbei berichtet 
haben, daB Tyrosinase, Hefeprefsaft wie Pankreassaft durch 
Schiitteln in 24 Stunden an Wirksamkeit bedeutend abnehmen. 
Die Erscheinung der «Schiittelinaktivierung», wie wir das 
Phinomen bezeichnet haben, war somit nicht voéllig neu, wie 
wir damals glaubten. Wir sind jedoch die ersten, die iiber dies 
Phiinomen ausftihrlich berichtet haben, und vollig unabhangig 
von der Beobachtung von Abderhalden und Guggenheim. 

Kurz nach unserer ersten Mitteilung in der Biologischen 
Gesellschaft zu Christiania berichteten Shaklee und Meltzer 
in der «Society for Experimental Biology and Medicin of New 
York» tiber Versuche,*) wonach Pepsin durch Schiitteln zer- 


1) Signe und Sigval Schmidt-Nielsen, Om mekanisk Paa- 
virkning av Enzymer. Aarsberetning for det Biologiske Selskab i Kristiania 
for 1908, S. 45 u. f. Nyt Mag. f. Naturv., Bd. XLVII. Vgl. auch diese Zeit- 
schrift, Bd. LX. 

?) E. Abderhalden u. M. Guggenheim, Versuche iiber die Wir- 
kung der Tyrosinase aus Russula delica auf Tyrosin, tyrosinhaltige Poly- 
peptide usw. Diese Zeitschrift, Bd. LIV, 1908. 

’) A. O. Shaklee und S. J. Meltzer, Die mechanische Beein- 
flussung von Pepsin. Zentralbl. f. Physiologie, Bd. XXIII (1909), S. 3. 
(Vgl. ebenda, S. 31.) 
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stort wird. Wie aus einer im November 1909 von diesen 
Verfassern verdffentlichten Arbeit zu ersehen ist, sind diese 
Untersuchungen im Herbste 1908 ausgefiihrt. Die in unserer 
ersten Mitteilung veréffentlichten Untersuchungen datieren aus 
dem Friihjahre 1908. Im Sommer 1909 wurde ferner eine 
Arbeit tiber «Schiittelinaktivierung» von Ptyalin von Harlow 
und Stiles!) ver6ffentlicht. Ehe wir auf unsere Versuche niher 
eingehen, médchten wir zuerst die Resultate der erwiéhnten 
Forscher kurz besprechen. 

Abderhalden und Guggenheim (I. c.) fanden, dai Ty- 
rosinaseextrakte, HefepreSsaft wie Pankreassaft durch Schiitteln 
in 24—48 Stunden bedeutend an Wirksamkeit abnehmen, und 
mehr bei Kérpertemperatur als bei Zimmertemperatur. «Ks 
ist sehr wahrscheinlich», sagen die genannten Forscher (I. ec. 
S. 352), daB die sich bildenden Fallungen Fermente mit sich 
reiBen. «Da jedoch auch klar gebliebene Oxydaseldsungen 
stark gehemmt waren, ist offenbar eine direkte Ausfallung nicht 
notwendig, um die Wirkung von Fermentlisungen aufzuheben 
oder doch zu vermindern. » 

Durch Schiitteln in einigen wenigen Minuten bis aut 
Stunden von in Flaschen eingeschlossenen Enzymldsungen 
konnten Shaklee und Meltzer?) fiir Pepsin und Trypsin wie 
Lab eine bedeutende Herabsetzung der Wirksamkeit konstatieren. 

Diese Verfasser bestatigen im grofen ganzen unsere 
friiheren Befunde in bezug auf das Lab. Es bestehen jedoch, 
wie auch von Shaklee und Meltzer erwihnt wird, in unseren 
Befunden auf zwei Punkten eine nicht unwesentliche Nicht- 
iibereinstimmung. Wiihrend wir gezeigt haben, da eine ganz 
geringe Menge von Salzsiiure und den verschiedensten anderen 
Siiuren imstande ist, die Schiittelinaktivierung zu vermindern, 
und zwar mit der zunehmenden Saéuremenge mit vermehrter 


') Marie M. Harlow and Percy G. Stiles, Notes on the Effect 
of Shaking upon the Activity of Ptyalin. The Journal of Biological Che- 
mistry, Bd. VI, 1909. 

2) A. O. Shaklee and S. J. Meltzer, The destructive Effect 0! 
Shaking upon the proteolytic Ferments. American Journal of Physiology, 


Bd. XXV, 1909. 
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Intensitat,!) fanden Shaklee und Meltzer Salzsiiure firdernd 
auf die «Schiittelinaktivierung» des Labs; diese Verfasser fanden 
ferner, dafi der Vorgang kein reversibler war, und dies ist dem 
vollig entgegengesetzt, was wir gefunden und schon in unserer 
ersten Mitteilung erwiihnt haben. Shaklee und Meltzer haben 
wahrscheinlich?) mit Schweinemagenlab gearbeitet, somit mit 
Parachymosin und nicht wie wir mit dem wirklichen Chymosin 
aus Kalbsmagen. An und fiir sich braucht die Salzsiiure beim 
Schiitteln dieser verschiedenen Enzyme nicht in derselben 
Weise einzuwirken, wir heben jedoch hervor, dai, wenn, wie 
wir es weiter unten zeigen, unsere Erklirung der «Schiittel- 
inaktivierung» als ein Oberflichenphanomen (Adsorption an 
Luftblaschen wie sonstigen Oberflichen) richtig ist, es ganz 
selbstverstandlich erscheint, dafi die Siuren die «Schiittel- 
inaktivierung», oder richtiger ausgedrtickt, die Méglichkeit der- 
selben herabsetzt. 

Die von den verschiedenen Verfassern als «Schiittel- 
inaktivierung» beschriebenen Erscheinungen brauchen wohl, 
was wir besonders hervorheben mdéchten, nicht immer der- 
selben einheitlichen Natur gewesen zu sein. Es scheint uns 
nimlich aus den in der Literatur veroffentlichten recht spér- 
lichen Versuchsdaten bei weitem nicht sichergestellt, dab die 
verschiedenen Forscher ihre Versuchsanordnungen so getroffen 
haben, dai wirklich die mechanische Bewegung der Enzym- 
losung das ausschliefilich Mafigebende gewesen ist. Die Még- 
lichkeit liegt ganz nahe, daf sowohl Alkaliwirkung (z. B. in 
einigen von den Versuchen von Harlow und Stiles) wie eine 
Siurewirkung (z. B. in den Labversuchen von Shaklee und 
Meltzer) an und fiir sich eine Destruktion an dem stets gegen 
Alkali und bei Koérpertemperatur gegen Séuren sehr empfind- 
lichen Lab hervorgerufen haben kann, und diese chemische 
Wirkung somit den Schein einer »Schiittelinaktivierung» be- 





‘) Signe und Sigval Schmidt-Nielsen, «Uber den Einfluf der 
Siéiuren auf die «Schiittelinaktivierung» des Labs». Zeitschr. f. physi- 
kalische Chemie, Bd. LXIX, 1909, S. 552. 

*) Sie geben an (1. c., S. 100), da& gegen Lackmus neutralisierte 
1° oige Pepsinlésungen verwendet wurden. 
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wirkt. Die Versuchsanordnungen der genannten Forscher sind 
aber nicht so genau angegeben, dai diese Momente sich mit 
voller Sicherheit beurteilen lassen. Aus den Versuchsergebnissen 
von Shaklee und Meltzer J&bt sich, scheint es uns, indessen 
schlieBben, dai sie, jedenfalls zum Teil, eine chemische Wirkung 
gehabt haben. Diese Verfasser haben némlich im Gegensatz 
zu unseren Befunden angegeben, dafi sie beim Lab gar keine 
Reversibilitiét beobachten konnen. Wie wir weiter unten zeigen, 
ist eben die Reversibilitét eine Kardinaleigenschaft der «Schiittel- 
inaktivierung» als mechanisches Phinomen. Bei einer chemischen 
oder thermischen Inaktivierung darf man dagegen keine Re- 
versibilitéit erwarten. 

Um die Erscheinung der reinen «Schittelinaktivierung >» 
zu erkliiren, kébnnte man, wie von Shaklee und Meltzer in 
der oben erwihnten Arbeit hervorgehoben wird, entweder daran 
denken, daf die Enzyme von den sich etwa bildenden Fallungen 
mitgerissen oder von den Glaswiinden adsorbiert werden. Letztere 
Auffassung, die von Harlow und Stiles vertreten wird, wird 
von Shaklee und Meltzer unbedingt verworfen. Betreffs der 
Bildung von Fiillungen und Adsorption an denselben sagen 
Shaklee und Meltzer, daf eine solche Auffassung sich gewiS 
auf die «Schiittelkoagula>» Ramsdens stiitzen kann, aber diese 
werden wohl, sagen Shaklee und Meltzer, von Pepsinsalz- 
siiure oder von Trypsinalkali verdaut, seien sie nun makro- 
oder mikroskopisch. 

Shaklee und Meltzer vertreten die Ansicht, daf die Enzym- 
molekiile wihrend des Schiittelns wirklich zerschiittelt werden, 
dafi die mechanische Bearbeitung «attacks their structure». 

Wir koénnen, wie oben angedeutet, uns dieser Auffassung 
gar nicht anschliefen, miissen vielmehr eine ganz entgegen- 
gesetzte Erkliirung geben, die némlich, dab es sich nicht um 
eine Vernichtung, sondern nur um eine neue Verteilung des 
Enzyms_ handle. 

Nach unseren ersten Versuchen fanden wir uns dazu 
veranlabt, die «Schiittelinaktivierung> vorliufig als ein neues 
Phiinomen zu bezeichnen. Das anfangs erstaunliche Phiinomen 
scheint jetzt hauptsiichlich, d. h. in bezug auf das Resultat 
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der rein mechanischen bearbeitung der Enzymlésung, auf einer 
durch Oberfliichenspannungen veranlafte neue Verteilung des 
Enzymes zu beruhen, und ist somit ein physikalisches Phiinomen. 
Eine Vernichtung (eventuell eine Inaktivierung) der Enzym- 
molekiile durch chemische Agenzien (Alkali wie Siiure), eventuell 
durch Hitze ist etwas ganz anderes, kann aber bei nicht hin- 
reichender Beachtung in den Versuchsanordnungen das Bild 
der wirklichen «Schiittelinaktivierung» stéren oder verwischen, 
z. Bb. verhindern, dafi die eben charakteristische Keversibilitit 
hervortritt. 


Der Ruickgang der «Schiittelinaktivierung:. 


In unserer ersten Mitteilung tiber die «Schiittelinaktivie- 
rung» sagen wir zum Schluf (1. ce. 5. 442), dab der Vorgang 
unter gewissen Umstiinden einen reversiblen Prozef darzustellen 
scheint. Dieser Angabe lag die Beobachtung zugrunde, dab, 
wenn die geschiittelten Lablésungen in der Versuchsroéhre 
stehen blieben, sie nach einiger Zeit (Minuten bis auf ein 
paar Stunden) eine vermehrte Koagulationsfihigkeit zeigten. 

Dies war die Ursache, weshalb wir in siimtlichen Ver- 
suchen iiber die Reaktionsgeschwindigkeit des Vorganges und 
ihre Abhéngigkeit von verschiedenen Faktoren die Koagulations- 
versuche an Milch sofort nach dem beendeten Schiitteln an- 
stellten (1. ce. S. 428). 

Die in den folgenden Tabellen I—III wiedergegebenen Ver- 
suchsdaten zeigen, da{i die sofort nach dem beendeten Schiitteln 
herausgenommenen Proben stets eine geringere Koagulations- 
fiihigkeit gegen Milch besitzen als die wiihrend einiger Zeit im 
Versuchsrohr zuriickbehaltene Fliissigkeit. Die Koagulations- 
fiihigkeit nimmt, wie man aus den abnehmenden Koagulations- 
zeiten ersieht, binnen gewisser Grenzen mit der Zeit der Auf- 
bewahrung wieder zu. 
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Tabelle I. 
Riickggang der «Schittelinaktivierung>. 


Versuch am 20. X. 1908. 








Zeit nach dem beendeten Schiitteln | Koagulationszeit 




















Minuten Minuten _— 
0,7 67 | 10,7 
1,5 60 12,0 
2,2 | 57 12,6 
2.6 47,7 15,1 
° 3.1 43.5 16,6 
3.5 36.7 19,6 
16 13,2 54,5 
32 | 9,8 73,5 
nicht geschiittelte Kontrollprobe | 7.2 100 
Tabelle II. 
Riickgang der <Schiittelinaktivierung>. 
Versuch am 8. XII. 1908. 
Zeit nach dem beendeten Schiitteln | Koagulationszeit | (a—x) 
Minuten Minuten | 
1,2 | 82 9,4 
2.3 | 50.8 15,2 
3,5 | 31 24,8 
5.8 | 26,7 28,8 
9.5 | 22.8 33,8 
16 | 19 40,5 
37.8 | 19 40,5 
59 | 19,5 39,5 
72,5 | 20,7 | 87,2 
nicht geschiittelte Kontrollprobe | 7,7 100 
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Tabelle III. 
Riickgang der «Schiittelinaktivierung>. 
Versuch am 11. III. 1909. 
ETT TS eee) 














Zeit nach dem beendeten Schiitteln | Koagulationszeit (a—x) 
Minuten Minuten 
2 | 20,8 35,6 
8 | 20,2 | 36.6 
14 | 18,3 40,4 
17 | 17,3 | 42.8 
20 16,4 | 44,8 
97 : 12.3 | 60,2 
38 0.7 | 76,3 
49 8,7 | 85,1 
60 | 7,5 | 98,7 
69 | 6,5 | 113,8 
| 


nicht geschiittelte Kontrollprobe Qe | 100 


Die fiir diese Versuche wie tibrigens auch fiir die folgenden 
verwendete Versuchsanordnung ist die nimliche, welche in 
unserer ersten Mitteilung (I. c. S. 427—428) angegeben ist. 
Wir erinnern daran, daf in dem ca. 40 ccm fassenden Rohrchen 
25 cem des verdiinnten Glycerinextraktes (aus frischen Lab- 
magen) eingebracht waren, dai ein Riihrer, aus vier durch- 
ljcherten Ebonitplatten an einer silbernen Stange befestigt, 
schnell auf und ab bewegt wurde, sodaf die Fliissigkeit heftig 
mit Luft geschiittelt wurde. Ferner mtissen wir daran erinnern, 
dafS das Versuchsréhrchen vor jedem Versuche nicht nur sorg- 
faltig gewaschen, sondern auch mit destilliertem Wasser aus- 
gekocht wurde, dai der Riihrer ebenfalls sorgfiltig gewaschen 
und mit kochend heifem Wasser sorgfiltig abgespiilt wurde, 
dafi die Koagulationsversuche mit 10 ccm frischer Vollmilch 
und 2 cem der Lablésung bei 37° C. angestellt wurden, und 
dah wir uns bemiiht haben, die Versuche so gleichfOrmig wie 
moglich anzustellen. Der Wert (a—x) ist aus der Koagulations- 
zeit vor der Schiittelung, t,, und der Koagulationszeit, t,, der 
in der Zeit t geschiittelten Probe unter der Voraussetzung be- 
rechnet, daB a-t, = (a—x) t, Ist. 
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Aufier den in den Tabellen I—III wiedergegebenen Ver- 
suchsprotokollen verfiigen wir tiber eine Reihe von anderen 
hier nicht anzufiihrenden Versuchen, die es unzweifelhaft er- 
scheinen lat, daf die «Schiittelinaktivierung» des Labs teil- 
weise einen reversiblen Prozef darstellt. Aus den Tabellen 
ersieht man leicht, dai die Geschwindigkeit des Riickganges 
in diesen orientierenden Versuchen eine sehr variierende ge- 
wes a2 ist. Wihrend in Tabelle I 62,8°/o in 32 Minuten «reak- 
tiviert» sind, zeigt Tabelle II, die einen Versuch mit derselben 
Losung darstellt, in der mehr als doppelten Zeit nur 27,8°/. 
In Tabelle III ist die Losung nach 69 Minuten kraftiger als 
vor dem Schiitteln. Letztere anfangs sehr auffallende Er- 
scheinung rihrt daher, daf das «<reaktivierte» Lab in einem 
kleineren Volumen verteilt wird, indem stets von der Lésung 
Proben entnommen werden. 

Diesen unseren positiven Befunden stehen die negativen 
befunde von Shaklee und Meltzer entgegen (I. c. 5. 101). 
Diese Verfasser konnten selbst binnen 6 Tagen keine Rever- 
sibilitiét ihrer Labldsungen beobachten, was gewifh auf die ge- 
troffenen Versuchsanordnungen zurtickzufiihren ist. (Bemerkens- 
wert ist es jedenfalls, daB die verdiinnten Lablésungen so lange 
haltbar gewesen sind; wir kénnen unsere verdiinnten neutralen 
Labldsungen selbst im Eisschranke hochstens ein paar Tage 
unverdandert aufbewahren. ) 

Auch wir besitzen Schiittelversuche, wo keine Rever- 
sibilitat nachweisbar war; dies beruht jedoch auf der getroffenen 
Anordnung von gewissen Versuchsfaktoren (vgl. unten) und 
ist nicht so zu deuten, dafi der Vorgang in dem gegebenen 
Falle ein anderer und nicht reversibler sei. Wird niimlich 
nach dem beendeten Schiitteln ein Teil von der Lablosung aus 
dem Versuchsréhrchen mittels einer Pipette herausgenommen 
und in einem anderen Rohr aufbewahrt, so zeigt sich, dal 
die Labl6sung nunmehr nicht an Wirksamkeit zunimmt, wah- 
rend die im Versuchsréhrehen als Kontrolle zuriickgehaltene 
Losung an Wirksamkeit zunimmt (und wie oben angegeben 
sich zuweilen als mehr wirksam als die urspriingliche Losung 
zeigen kann). 
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Einige diesbeziigliche Versuche sind in den Tabellen IV—V1I 
wiedergegeben. 
Tabelle IV. 


Nicht-Riickgang einer ausgenommenen Probe. 
Versuch am 23. XI. 1908. 











Zeit nach dem beendeten Schiitteln Koagulationszeit 








Minuten | Minuten aii 
I | 100 10,0 
3.5 | 102.5 Q.& 
9.5 113.5 | 8.8 
25,2 | 125 8.9 
Nicht geschiittelte Kontrollprobe 10 100) 


Tabelle V. 


Nicht-Riickgang einer ausgenommenen Probe 
Versuch am 27. IIL. 1909. 
LL SELLA 


Zeit nach dem beendeten Schiitteln | Koagulationszeit 














| ; (a—x 
Minuten Minuten 
1,0 | 10,7 76,9 
16,5 11,0 74,8 
32 | 10.5 73.4 
Nicht geschiittelte Kontrollprobe | 8,23 100 
Tabelle VI. 
Nicht-Riickgang einer ausgenommenen Probe. 
Versuch am 21. IV. 1909. 
i _ | 
Zeit nach dem beendeten Schiitteln | Koagulationszeit ae 
Minuten | Minuten 
1 | 26.3 19.0 
2 | 26,6 18.8 
44 26,9 18.0 
73 | 26,7 18,7 
Etwa 1350 | 26,3 19,0 
Nicht geschiittelte Kontrollprobe | 5,0 100 


E's ist aus diesen und mehreren anderen Versuchen, die 
das niimliche Resultat gezeigt haben, ersichttich, dafi die Re- 
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version nicht im ganzen geschiittelten Systeme stattfindet. Sie 
findet nicht in der herausgenommenen, sondern nur in der 
im Versuchsrohre zuriickgebliebenen Fliissigkeit statt. Nach 
dieser Erfahrung wurde unsere Aufmerksamkeit auf den sich 
wihrend des Schiittelns in reichlicher Menge bildenden Schaum 
gelenkt. 

Wird der Schaum sofort nach dem beendeten Schiitteln 
mit einer Pipette ausgehoben und in eine neue Rohre tiber- 
gefiihrt, zeigt sich, dafi die sich allméhlich aus demselben 
bildende Fliissigkeit bedeutend kriftiger wirksam ist, als die 
im Versuchsrohrehen zurtickgebliebene Fliissigkeit. In diesem 
Falle findet der Riickgang in der herausgenommenen Probe 
und nur in geringer Ausdehnung im Versuchsrohrchen statt. 
Als Beispiel diene der Versuch in Tabelle VII. 


Tabelle VII. 


Riickgang des entnommenen Schaumes. 
Versuch am 1. V. 1909. 

















Zeit nach dem Koagulationszeit der aus dem entnom- 





beendeten Schiitteln menen Schaume gebildeten Fliissigkeit (a—x) 
Minuten Minuten | 
7 | 23.0 | 44.8 
47 | 9,8 | 105,1 
91 | 9,2 | 112.0 
Koagulationszeit der geschiittelten Fliissigkeit: 77 Min. | 13,4 
> > nicht > Kontrollprobe: 10,3 >» | 100 


Man ersieht, dafi die aus dem Schaum gebildete Fliissig- 
keit kriéftiger wirksam ist als die urspriingliche (Koagulations- 
zeit 9,2 Minuten gegen 10,3 Minuten). In anderen Versuchen 
war die Zunahme zuweilen gréfer (z. B. von 9,6 zu 7,3 Minuten, 
d. h. eine Vermehrung der Enzymkonzentration von 100 auf 
131,5°/o), zuweilen auch geringer, aber stets zeigte die aus 
dem Schaume gebildete Fliissigkeit nicht nur eine bedeutend 
grobere Enzymkonzentration als die geschiittelte Fliissigkeit, 
sondern auch eine gréfere Enzymkonzentration als die unge- 
schiittelte Fliissigkeit. 

Hieraus ist die Schluffolgerung zu ziehen, daf wihrend 
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des Schiittelns eine Konzentrierung von Enzym im Schaume 
statthat. Es ist also selbstverstiindlich, dai die sofort nach 
dem beendeten Schitteln herausgenommenen Proben eine ver- 
minderte Koagulationsfihigkeit zeigen miissen. Wenn der 
Schaum vergeht, wird das Enzym wieder an die Fliissigkeit 
abgegeben und die Koagulationsfahigkeit nimmt wieder zu und 
zwar in dem Male, als der Schaum vergeht. 

Nachdem der Schaum vollig vergangen ist, nimmt die 
Fliissigkeit nicht mehr an Aktivitét zu, selbst durch lang- 
dauerndes Aufbewahren und dies, obwohl die urspriingliche 
Aktivitét nicht erreicht ist. Wahrend also ein Teil des ur- 
spriinglich vorhandenen Enzymes nur voriibergehend der Fliissig- 
keit entzogen ist und den Eindruck einer «Inaktivierung» hervor- 
ruft, sind andere Teile des Enzymes definitiv verhindert, ihre 
Wirksamkeit in der Flissigkeit zu entfalten. 

Das Resultat der in diesem Abschnitte mitgeteilten Ver- 
suche ist also, dafi die «Schiittelinaktivierung» doppelter Natur 
ist. Ein Teil von dem Enzym sammelt sich im Schaume und 
veranlaft dadurch eine Abnahme der Koagulationsfihigkeit der 
Losung. Diese Verteilung ist ein reversibler Prozefi und die 
dadurch bewirkte «Inaktivierung» nur eine scheinbare. Andere 
Teile von Enzym treten wirklich definitiv aufer Wirksamkeit 
und machen also den Eindruck einer wirklichen «Inaktivierung>». 
Wie wir weiter unten (5S. 335) zeigen, ist aber dies wahr- 
scheinlich nicht der Fall. Es handelt sich nur um nicht re- 
versible Adsorptionsvorgaénge, wodurch das Enzym_ definitiv 
der Fliissigkeit entzogen wird, ohne vernichtet zu werden. 

Ehe wir auf die Natur dieser anderen Prozesse eingehen, 
mochten wir zuerst die Abhiangigkeit der Reversibilitiéit von 
Schtttelzeit und Enzymkonzentration besprechen. Andere Mo- 
mente, wie Versuchstemperatur und Schittelgeschwindigkeit, 
kOnnen jetzt nicht beriicksichtigt werden. 


Die Abhangigkeit der Reversibilitat von der Schiittel- 
dauer und der Enzymkonzentration. 


Durch die im vorigen Abschnitte mitgeteilten Versuche 
ist bewiesen, dai die «Schiittelinaktivierung» einen teilweise 
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reversiblen Prozefi darstellt. Um in die insofern doppelte Natur 
des Schiittelvorganges einen Einblick zu erhalten, haben wir 
eine Reihe von Versuchen angestellt, um zu sehen, ob der 
numerische Wert des reversiblen Anteiles konstant oder mit 
den physikalischen Versuchsbedingungen variabel war. 

Die diesbeziiglichen Versuche sind in der Weise ange- 
steilt, dafh von einer und derselben Lablésung zuerst eine 
Probe (stets 30 ccm) bei einer konstanten Schiittelgeschwin- 
digkeit (von etwa 240 Schiittelungen pro Minute und bei einer 
konstanten Versuchstemperatur von 17°) in z. B. 1 Minute im 
Versuchsrohr geschtittelt wurde. In dieser Probe wurde die 
Koagulationsfiihigkeit sofort nach dem beendeten Schiitteln 
bestimmt. Nachdem das Versuchsréhrchen usw. sorgfiiltig ge- 
waschen und mit destilliertem Wasser ausgekocht worden 
war, wurde ein zweiter Schiittelversuch in genau derselben 
Weise angestellt, jedoch mit der Anderung, daB die Koagu- 
lationsfiihigkeit an Milch erst zirka eine Stunde nach dem been- 
deten Schiitteln festgestellt wurde. 

Wiihrend dieser Stunde blieb das Versuchsréhrchen mit 
dem Riihrwerke ruhig stehen, mit der Ausnahme, dab das 
Rohrchen alle 5 Minuten ein paarmal vorsichtig umgekehrt 
wurde. Durch Vorversuche hatte sich herausgestellt, dab die 
Zeit von einer Stunde fiir den Riickgang des Schaumes hin- 
reichend lang ist, und dafi nach dieser Zeit die L6sung nicht 
mehr an Aktivitiit zunimmt; dies wurde auch in jedem Ver- 
suche besonders festgestellt, indem auferdem noch Proben 
nach 70 oder 80 Minuten entnommen wurden. 

Kiir andere Schiittelzeiten wurde in entsprechender Weise 
verfahren. In simtlichen Versuchen wurde das niimliche Ver- 
suchsrOhrchen und derselbe Riihrer verwendet. Da diese Ver- 
suche sehr zeitraubend sind, konnten die zu einer Serie ge- 
hiérenden Versuche nicht an demselben Tage angestellt werden 
(dies ist die Ursache, weshalb die Kontrollproben derselben 
Serie variieren). Die verdiinnten Lablésungen wurden tiiglich 
aus den konzentrierten Glycerinextrakten frisch bereitet. Die 
unten angefiihrten 3 Versuchstabellen VIII—X geben Versuche 
wieder mit variierender Schiittelzeit bei den willkiirlich ge- 
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wihlten Enzymkonzentrationen 
Lablosungen, die in 100 ccm respektive 
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3 oder 4 


nimlichen Glycerinextraktes enthalten. 
Tabelle VIII. 


Riickgang bei der Enzymkonzentration 2 (Juni 1909). 
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3 und 4, d. h. Versuche mit 


-ecem des 



























































Koagulationszeit [Nicht geschiit- 
Schiittel- | der geschiittelten |telte Kontroll- (a— x) Re- 
Probe probe. 
zeit nach |Koagulations- — versible 
sofort 4 Stunde zeit — 
sofort ‘ Labmenge 
Minuten | Minuten Minuten Minuten { Stunde 
1 38,5 13.3 9.6 24,94 72,18 17,24 
2 89,3 213 10,83 12.13) 50,77 38.64 
3 103,7 25,1 10,18 979) 40,44 30,65 
5 1448 | 439 10,8 7,30| 24.60 17,30 
Tabelle IX. 
Riickgang bei der Enzymkonzentration 8 (Juni 1909). 
Koagulationszeit |Nicht geschiit- 
Schiittel- | der geschiittelten [telte Kontroll- (a —x) Re- 
Probe probe. 
zeit nach {Koagulations- — versible 
sofort (1 Stunde zeit aia 
sofort Labmenge 
Minuten | Minuten Minuten Minuten I Stunde 
1 14,9 8.6 6,67 44,77 77,96 32,79 
2 24.4 9,76 6.67 30,74} 68,41 37,67 
3 26.6 11,75 6,32 23,76 | 53,79 30,03 
5 45,5 15,2 6,52 13,89; 41,58 27,69 
Tabelle X. 
Riickgang bei der Enzymkonzentration 4 (Juni 1909). 
Koagulationszeit Nicht geschiit- 
Schiittel- | der geschiittelten jtelte Kontroll- (a —x) Re- 
Probe probe. 
zeit | nach jKoagulations- aa versible 
sofort |1 Stunde zeit ~— 
‘toatn sofort ‘ Labmenge 
Minuten | Minuten | Minuten Minuten 1 Stunde 
2 8,5 5,87 4,73 55,69) 80,58 24.93 
3 13.8 8.6 5.5 39.85 | 63,95 24,10 
5 17,8 9,75 5,5 30,90, 5641 25,51 
10 25,1 13.3 5.5 21,91) 41.35 19,44 
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Man ersieht aus den mit der zunehmenden Konzentration 
zunehmenden Werten von (a—x) nach 1 Stunde, daB die nach 
1 Stunde inaktive Labmenge in Ubereinstimmung mit dem, was 
wir friiher fiir die sofort nach dem beendeten Schiitteln inaktive 
Labmenge gezeigt haben, mit der zunehmenden Enzymkonzen- 
tration abnimmt. 

Damit dies Verhalten besser hervortreten mag, haben wir 
in untenstehender Figur 1 die gewonnenen Versuchsdaten gra- 
phisch aufgezeichnet, und zwar die Werte der inaktivierten 
Labmenge sofort (x,) und nach 1 Stunde (x,). 
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Mit Hilfe der so erhaltenen Kurven haben wir die in den 
Tabellen VIII—X angefiihrten Werte der reversiblen Labmenge 
(x, —x,) korrigiert und danach mit Hilfe von der Konzentration 
statt in Prozenten (wie siimtliche Werte von (a— x), x, und 
der reversiblen Labmenge in den Tabellen) in absolute, will- 
ktirlich gewiihlte Einheiten umgerechnet. 

Tabelle XI. 


Unabhiingigkeit des Riickganges von der Konzentration. (Vers. Juni 1909 








manana oes — — — 





Zeit Reversible Wabmenge in absoluten Zahlen 
des Schiittelns bei den Konzentrationen 
Minuten 2 3 4. 
l SO 95 | — 
2 77 | 99 | 96 
3 68 96 | 100 
5 45 89 100 





Man ersieht hieraus, daB die reversible Labmenge bei 
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hdéherer Konzentration einen konstanten Wert hat. Dies mul 
so gedeutet werden, dafi der Schaum (bei einer bestimmten 
Versuchsanordnung) maximal eine bestimmte Labmenge auf- 
nimmt, die von der in der LOsung anwesenden Labmenge un- 
abhiingig ist, falls diese letztere nur hinreichend grof} ist. Wie 
aus den friiher angefiihrten Versuchen ersichtlich ist, nimmt 
die Menge des nicht reversiblen Labs mit der Schiittelzeit zu. 
Bei geringer Enzymkonzentration oder bei langer Schiittelzeit 
bleibt deswegen nicht hinreichend genug Enzym fiir den kon- 
stanten Wert im Schaume tibrig und man bekommt den Ein- 
druck, daBi die reversible Labmenge nicht konstant sei. 

In unserer ersten Arbeit haben wir in bezug auf die Ab- 


hiingigkeit der Schiittelzeit gezeigt, dab fiir die sofort inaktivierte 
3 


1x 
It aaa (a—xX)?2 


Labmenge durchgehend die Reaktionsformel =; 
verwendbar ist; dies war nur ein Ausdruck fiir die experimen- 
tellen Beobachtungen, ohne dai damit eine Vorstellung tiber 
die Natur des Vorganges verbunden werden darf. Wenn wir 
jetzt die Werte fiir die noch nach einer Stunde inaktive Lab- 
menge nach derselben Reaktionsformel berechnen, zeigt sich 
ebenfalls die beste, obwohl keine gute, Ubereinstimmung § bei 


: 
Verwendung von dem Exponenten 3" Wir legen indessen hierauf 


kein besonderes Gewicht, denn wenn wir es mit zwei neben 
einander verlaufenden Prozessen, der reversiblen und der nicht 
reversiblen «Inaktivierung», zu tun haben, so kann je nach 
dem Vorherrschen des einen oder anderen der Gesamtprozeb 
zeitlich verschieden verlaufen. 

Wenn die «Schiittelinaktivierung» als ein Adsorptions- 
prozeb aufgefabt werden muf, sollte sie nach den gewoOhnlichen 
Adsorptionsformeln berechnet werden konnen. Wir haben keine 
solche Priifung machen kénnen, da die hierzu notwendigen 
Daten z. B. ein MaB fiir die Menge des Adsorbens (die adsor- 
bierende Oberfliiche des Schaumes und die sonstigen Ober- 
flichen) noch fehlen. 

Wir moéchten jedoch erwiihnen, daf, wenn in der Freund- 


lichschen Formel 
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dx a 

a awe 

dm Vv 

das Volumen, v, gleich 1 d. h. konstant angenommen wird, 

und wenn die Voraussetzung gemacht wird, daBb m, die Menge 

des Adsorbens (die adsorbierende Oberflaiche) in jedem Zeit- 

punkte in einem bestimmten Verhaltnis zu der in der Lésung 
vorhandenen Labmenge steht,!) d. h. 


dm n 
—— = k (a—x) 
dt 
man den Ausdruck erhilt 
dx | aor g 
- =k, (a—x) 
dt “= 
der, wenn n =?¥2, die Reaktionsformel mit dem Exponenten 5 gibt. 


C 


Schlieflich erwiihnen wir, dafS wir Versuche angestellt 
haben tiber den Einflu{ der Temperatur auf die nicht rever- 
sible Labmenge, ebenso wie Versuche tber den EinfluB der 
Temperatur auf den Riickgangsprozeh; diese Versuche sind 
aber noch nicht abgeschlossen. 


Der nicht reversible Teil der durch Schiitteln 
inaktivierten Labmenge. 


Nachdem der wiihrend des Schiittelns gebildete Schaum 
vergangen ist, nimmt die Losung, selbst wenn sie langere Zeit 
aufbewahrt wird, wie oben angefiihrt, nicht mehr an Aktivitat 
zu. Reprisentiert nun diese, in bezug auf die Koagulations- 
fihigkeit der Lésung definitiv verschwundene Labmenge im 
Gegensatz zu der wiihrend des Schiittelns an den Luftblaschen 
adsorbierten eine wirkliche Schiitteldestruktion, oder war die 
Méglichkeit vorhanden, dai ebenfalls diese Labmenge durch 
ein Adsorptionsphiinomen der Lésung entzogen war? Eine dritte 
Moglichkeit war die, dai dieser Teil vom Enzym weder ver- 
nichtet noch adsorbiert worden war, sondern dafi durch die 


') Diese Voraussetzung ist zulissig, wenn man annimmt, daf die 
Eiweifkérper und sonstige kolloidale Verunreinigungen nicht nur fiir die 
Schaumbildung notwendig sind, sondern auch mit dem Enzyme im Schaume 


adsorbiert werden. 
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mechanische Bearbeitung eine Koagulation der ko!loiden Enzym- 
molekiile eintritt, was ja in voller Ubereinstimmung mit den 
Schiittelkoagula Ramsdens!) sein wiirde. Falls die letztere 
Erkliirung richtig war, mufte man die Annahme machen, 
dai die koagulierten Molekiile unwirksam (oder als Einzel- 
molekiile wirksam) seien. Um diesen Fragen niiher zu treten, 
haben wir eine Reihe von Versuchen in der Weise angestellt, 
dai im Gegensatz zu den friiheren Versuchen die Koagulations- 
versuche nicht mit herausgenommenen Proben ausgefiihrt wurden, 
sondern in demselben Rohre, wo die Schiittelung stattfand. 
Falls die in dieser Weise angestellten Versuche die néimlichen 
Koagulationszeiten giiben, wie die nicht geschiittelten Kontroll- 
proben, kénnte in keiner Weise von einer wirklichen Destruk- 
tion und kaum von einer «Koagulation» die Rede sein, das 
Enzvm wiire in diesem Falle nur unregelmiibig verteilt, und 
d.u ganze Erscheinung als eine einfache Adsorptionserscheinung 
zu erkliiren. Die Versuchsresultate gestatten indessen direkt 
diese Schluffolgerung nicht. Es zeigte sich niimlich, dal die 
geschiittelten Proben auch bei dieser Versuchsanordnung nicht 
die volle urspriingliche Koagulationsfihigkeit zeigten, selbst wenn 
sie nach dem beendeten Schiitteln in einer fiir den Riickgang 
des Schaumes hinreichenden Zeit (z. B. 1 Stunde) aufbewahrt 
wurden. 

Von den diesbeziiglichen Versuchen fiihren wir nur die 
folgenden an: 

Versuch am 18. Juni 1909. 


Durch Schiittelung in 2 Minuten von 4 ccm Lablisung zeigte sich 
an sofort herausgenommenen Proben, daf} die Koagulationszeit (2 ccm 
Enzymlésung auf 10 ccm Milch) von 9,0 auf 35,1 Minuten vermehrt wor- 
den ist, d. h. eine Inaktivierung von 74?/o. Nach Schiittelung in derselben 
Weise und sofortigen Anstellung des Koagulationsversuches (20 ccm Milch 
zu den verwendeten 4 ccm Enzymlésung) im Versuchsrohre zeigt sich 
eine Vermehrung der Koagulationszeit von 9 auf 10,7 Minuten, d. h. eine 
Inaktivierung von 16°/o. In Versuchen mit anderen Liésungen zeigte sich 





') W. Ramsden, Die Koagulierung von Eiweifkérpern auf mecha- 
nischem Wege. Arch. f. Physiol., 1894, S. 517. Derselbe, Abscheidung 
fester Kérper in den Oberfliachenschichten von Lésungen und Suspen- 
sionen. Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, 1904, S. 336. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 
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bei Anstellung der Koagulationsversuche im Versuchsréhrchen sofort nach 
dem beendeten Schiitteln, dafS§ von 18—45°/o inaktiviert worden war. 
Versuch am 24. Mai 1910. 

Wiahrend die nicht geschiittelten Kontrollproben eine Koagulations- 
zeit von 7,5 Minuten zeigten. zeigten die in 2 Minuten geschiittelten Pro- 
ben, nachdem sie eine Stunde nach dem Schiitteln gestanden haben, durch 
Anstellung des Koagulationsversuches im Rohre selbst, eine Koagulations- 
zeit von 10,85 Minuten (10,8 und 10,9 in 2 verschiedenen Versuchen) 
d. h. es waren 31°/o inaktiviert. 

Aus diesen Versuchen glauben wir nur schliefen zu diirfen, 
dafi das von dem Schaume adsorbierte Enzym zum _ groéften 
Teil nicht veriindert ist, sondern sofort nach dem Schiitteln 
imstande ist, Milch zu koagulieren. In bezug auf den nicht 
reversiblen Teil der Labmenge geben sie keine Auskunft, in- 
dem die gefundenen Werte von dem inaktivierten Lab etwa 
von derselben GroSe sind, wie in Versuchen mit entsprechen- 
der Schiittelzeit und Schiittelgeschwindigkeit, wo Proben erst 
nach dem Riickgang des Schaumes herausgenommen wurden. 
Fiir eine Erklarung des Vorganges gaben diese Versuche also 
ein negatives Resultat. 

Wir sind indessen durch andere Versuche zu der Schluf- 
folgerung gekommen, dafi der nicht rickgiingige Anteil der 
durch Schiitteln inaktivierten Labmenge durch Adsorption der 
Losung entzogen ist. 

Falls die LOsung aus dem zu den Schiittelversuchen ver- 
wendeten Réhrchen herausgegossen wird, dasselbe ein paarmal 
mit Wasser gespilt und dann fiir einige Stunden entweder 
mit gekochter (d. h. vollig inaktiver) Labl6sung oder mit destil- 
liertem Wasser hingestellt wird, zeigt sich, daf diese LOsung 
eine, gewiB nicht erhebliche, jedenfalls aber sicher bestimm- 
bare Labmenge enthilt. Diese Labmenge, die von der Glas- 
flache (und vom Rihrer) adsorbiert sein mu und allmahlich 
in die labfreie L6sung hineindiffundiert, entspricht, soweit wir 
es gefunden haben, etwa 5°/o der urspriinglichen Labmenge.') 
Sie ist also nicht hinreichend grof, um den gesamten nicht 
reversiblen Anteil direkt als adsorbiert zu erklaren. 


‘) Wir méchten an dieser Stelle erwahnen, dafi von an demselben 
Tage mit demselben Apparate in einheitlicher Weise angestellten Ver- 
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Diese SchluBfolgerung labt sich dagegen aus den Schiittel- 
yersuchen an mit Saponin versetzten Lablésungen ziehen. In 
diesen, wo die Schaumbildung ein Maximum erreicht, wird man 
a priori denken kOénnen, da’ auch die Schiittelinaktivierung 
ein Maximum erreicht, denn mit der reichlich vermehrten 
Schaumoberfliche muf eine vermehrte Adsorption, dadurch 
eine Abnahme der Labmenge in der Loésung stattfinden. Dies 
erweist sich indessen gar nicht als zutreffend. Im Gegenteil. 
Es findet gar keine Schiittelinaktivierung statt. 

So erstaunlich dies Resultat im ersten Moment schien, 
findet es seine natirliche Erkléarung in der, soweit uns be- 
kannt, zuerst von Ramsden gefundenen Tatsache, daf} Saponin 
Eiweibk6rper und dergleichen von den Oberfliichen vertreibt 
l.c. S. 342). Wenn dies der Fall ist, gibt es keine Mdéglich- 
keit fiir das Lab von Oberflichen (es sei im Schaume, an dem 
Riihrer, der Glasoberflache) adsorbiert zu werden, es bleibt 
quantitativ in der Losung erhalten, wie heftig und wie lang- 
dauernd diese geschiittelt wird. 

Wir kommen somit zu der Schlubfolgerung, da8 der ge- 
samte nicht reversible Teil des schiittelinaktivierten Labs eben- 
falls durch eine Adsorption der Losung entzogen ist; und zwar 
durch eine anormale Adsorption, wie von friiheren Forschern 
fiir die Adsorption von Eiweif gefunden. (Vgl.u.a.L. Michaelis, 
Dynamik der Oberflachen. Dresden 1909.) 


Der Einflu® der Luft. 


Nachdem gezeigt worden war, dai die «Schiittelinakti- 
vierung» eine Adsorption darstellt, die in naher Beziehung zu 
der von dem anwesenden Luftvolumen abhingigen Schaum- 
bildung steht, ergab sich die Frage, ob die «Schiittelinaktivie- 
rung» tiberhaupt ohne eine Schaumbildung d. h. ohne Luft statt- 
linden kann. 


suchen stets der erste eine griéfere Destruktion zeigt als die folgenden. 
Die Differenz betragt etwa 5°/o. Diese Erscheinung ist wohl so zu er- 
klaren, daf’ ein Teil vom Lab sehr fest adsorbiert wird und nicht in 
kurzer Zeit weder durch Waschen noch Kochen vollig entfernt werden 
kann. Wenn das Roéhrchen iiber Nacht mit Wasser steht, diffundiert es 


jedoch heraus. 
22* 
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In bezug auf den reversiblen Anteil des schiittelinakti- 
vierten Labs war die Beantwortung dieser Frage im voraus 
gegeben. In bezug auf den nicht reversiblen Anteil lief sich, 
obwohl er zum Riickgang des Schaumes nicht in Beziehung 
zu stehen scheint, jedoch die Moglichkeit nicht ausschlieben, 
dafi die Schaumbildung auch fiir diesen Teil des «schiittel- 
inaktivierten» Enzymes das Mafgebende sei. Wir wissen ja, 
dali beim Aufbewahren der Lablosungen in reinen Jena- oder 
QuarzrOhrchen keine Adsorption, jedenfalls keine deutliche, 
an der Gefiiboberfliiche respektiv der Luftoberflaiche stattfindet. 
Wenn nun eine soleche durch das Schiitteln veranlaSt wird, 
liegt es nahe, die Ursache derselben auf die Konzentrierung 
des Enzymes an den Schaumblischen zu suchen und zwar in 
der Weise, dal} diese konzentrierten Labschichten nach dem 
Platzen der Bliischen an den genannten Oberfliichen haften 
bleiben. 

Indessen kann eine «Schiittelinaktivierung» auch ohne 
Anwesenheit von Luft, d. h. ohne Schaumbildung stattfinden. 
Als Beispiel dient: 

Versuch am 19. Mai 1908, wo das mit einem Kaut- 
schukstOpfchen verschlossene Quarzrdhrchen mit der Lablisung 
nebst reinen Quarzkérnchen (resp. Granaten) gefiillt worden 
war. Nach kriiftigem Schiitteln wéhrend einiger Minuten war 
die Koagulationszeit von 6,2 Minuten auf 7,2 Minuten vermehrt, 
d.h. es waren 14°/o des anwesenden Labs an den Quarz- 
oberfliichen adsorbiert. 

Inwieweit der in dieser Weise bewirkten Adsorption neben 
der durch die Schaumbliischen veranlabten eine Bedeutung 
fiir den nicht reversiblen Anteil zukommt, miissen wir dahin- 
gestellt lassen. 

Nach den in den voranstehenden Abschnitten angefiihrten 
Daten ist es unzweifelhaft, daf die Schaumbildung das Wesent- 
liche ist. Wir haben deswegen einige Versuche mit variierender 
Luftmenge angestellt. Ehe wir dieselben anfiihren, erwihnen 
wir zuerst, dafi wir sowohl Versuche in mit Lablésung teilweis 
gefiillten evakuierten Réhren angestellt haben, wie Versuche, 
wo die Lésung statt mit Luft mit indifferenten Gasen, wie 
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Wasserstoff oder Stickstoff, geschiittelt wurde. Das Resultat 
war in diesen Versuchen das néimliche wie in entsprechenden 
Versuchen mit Luft, d.h. es scheint im grofen und ganzen 
ohne wesentliche Bedeutung zu sein, ob die LOsungen mit 
Luft oder mit indifferenten Gasen oder bei vermindertem Drucke 
seschiittelt werden. 

Betreffs der Versuche mit variierendem Luftvolumen sei 
angefiihrt, daf das Versuchsréhrchen genau 46 ccm fabte. 
Wurde zu den Versuchen 40 ccm Fliissigkeit verwendet, wurde 
folglich diese mit 6 ccm Luft geschiittelt, unter Verwendung 
von 20 cem Fliissigkeit wurde sie mit 26 ccm Luft geschiit- 
telt usw. In einigen Versuchen wurden die Koagulationszeiten 
sofort nach dem beendeten Schiitteln, in anderen erst nach 
etwa 1 Stunde, d.h. nach dem Riickgang des Schaumes_ be- 
stimmt. Die gewonnenen Resultate sind in der Tabelle XII 
zusammengestellt. 

Tabelle XII. 


Versuche iiber den Einfluf§ des Luftvolumens (Mai 1909). 








Im Versuchs- Koagulationszeiten (a — x) 
rohre 

Flissig- Luft i cel oct nach | nach 
Kell | probe | Schiitteln | probe 1 Stunde | sofort '1 Stunde 
cem | ccm | Min. Min. | Min. Min. | 

4 | 4 975 | 115 | — mn 848) — 
40 6 975 | 30,5 || 10,7 14,6 | 320 | 73,3 
35 11 975 | 5380 | 10,0 18,1 18,4 55,2 
25 | 24 93 | 574 || 10,0 22.8 | 163) 43,8 
15 | 34 93 | 66,5 | 10,0 25,0 | 14,0) 40,0 
10 | 36 9,1 | 53,7 || 9,7 235 | 169) 413 
5 41 91 | 276 | 10,7 27.3 | 33.0) 392 














Die sofort nach dem beendeten Schiitteln bestimmte ge- 
samte inaktivierte Labmenge, ebenso wie der nach 1 Stunde 
bestimmte nicht riickgingige Anteil derselben nimmt anfangs 
mit dem vermehrten Luftvolumen zu, um einen Grenzwert zu 
erreichen, welcher weiterhin vom Luftvolumen unabhiingig zu 
sein scheint. Wird das Luftvolumen noch mehr gesteigert, 
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z. B. auf 35 ccm od-. mehr, d.h. wenn nur 10 ccm oder 
weniger Fliissigkeit im ROhrchen sind, so nimmt die sofort be- 
stimmte Inaktivierur ab. Die Ursache hiervon ist wahr- 
scheinlich die, dafi diz mechanische Bearbeitung (d. h. der 
Schaumbildung) bei der getroffenen Versuchsanordnung bei 
einem geringeren Fliissigkeitsvolumen nicht so intensiv sein 
kann, indem nimlich stets ein Teil der Fliissigkeit dem Riihrer 
anhaftet und mitgerissen wird, ohne mit der Luft gepeitscht 
zu werden. Man kann bei geringem Fliissigkeitsvolumen direkt 
beobachten, dafi die Luftblaschen gréfer sind, der Schaum 
nicht so fein, wie wenn Luftvolumen und Fliissigkeitsvolumen 


etwa gleich grof sind. 


Das Verhalten verschiedener Lablosungen. 


Die in den voranstehenden Abschnitten, wie die in unseren 
friiheren Mitteilungen besprochenen Schiittelversuche beziehen 
sich, wie in der Versuchsanordnung angegeben, ausschlieflich 
auf Lablésungen, die wir durch Extraktion mit wisserigem 
Glycerin aus dem Labmagen junger Kilber bereitet haben. 

Wiihrend diese konzentrierten Labextrakte nach dem 
Verdiinnen mit Wasser stets die Schiittelinaktivierung zeigten, 
war dies mit den Labpraparaten des Handels nicht der Fall. 
Diese letzteren lassen sich bei der von uns getroffenen Ver- 
suchsanordnung nicht inaktivieren, selbst wenn die Schittelung 
mehrere Stunden dauerte. 

Die Handelspriiparate werden bekanntlich durch Extrak- 
tion mittels verdiinnter Salzséure bereitet und die teilweise 
neutralisierten LOsungen durch Zusatz von reichlichen Mengen 
Kochsalz und Borsiiure konserviert. Die moderne Form der 
Labpriiparate, die Labpulver (z. B. Glads aus Kopenhagen), 
bestehen zum grOdSten Teil aus Kochsalz, und wir bekamen 
somit den Verdacht, dai Elektrolyte die «Schiittelinaktivierung » 
schiidigend beeinflussen kOnnten. 

Es gelang durch Versuche unschwer, die Richtigkeit dieser 
Vermutung zu erweisen. Durch Zusatz von kleinen Mengen 
Neutralsalz, besonders aber durch Zusatz von sehr geringen 
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Mengen von Sduren, konnte das Phiinomen der «Schiittelinak- 
tivierung» zuriickgedriingt werden. 

In der Zeitschrift fiir physikalische Chemie haben wir 
(Il. ec. 551) eine Reihe von Versuchen itiber den Einflu8 der 
verschiedensten Siuren verOffentlicht. Wir werden jetzt nur 
auf dieselben hinweisen und daran erinnern, dai die Wirkung 
nicht in direkter Beziehung zu der Zahl der anwesenden Wasser- 
stoffionen zu stehen scheint. 

Die Versuche mit Séuren erganzen wir hier durch einen 
solchen (Tabelle XIII) tiber den EinfluB der Borséure. Es zeigt 
sich, daB diese, selbst bei einer Konzentration von "/1, keinen 
sicher nachweisbaren Einflu8 ausiibt. 

Tabelle XIII. 
Einfluf der Borsaure. 
(Versuche am 2. Februar 1909.) 

















100 ccm Lablésung Koagulationszeit der 
enthalten an ‘/:-mol.J nicht geschiittel- | — geschiittelten 
norm. Borsaure ten Kontrollprobe | Probe lila 
ccm Min. | Min. 
0 8,3 92,5 90 
10 6,75 56,69 11,9 
20 6,15 47 4 13,0 
50 9,43 | 37,0 14,7 
100 4,2 24,2 17,4 








Es ist hieraus ersichtlich, daf das Verhalten der Handels- 
praparate nicht auf ihren Borsiéuregehalt zuriickzufiihren ist. 

In bezug auf die erniedrigende Wirkung der Neutralsalze 
auf die «Schiittelinaktivierung» fthren wir als Beispiel in 
Tabelle XIV einige Versuche mit Chlornatriumzusatz an. 

Man ersieht hieraus, daf die Wirkung mit dem zuneh- 
menden Chlornatriumgehalt abnimmt; die hemmende Wirkung 
ist jedoch nicht so grof wie in den Versuchen mit Sauren. 
Ebenso wie Chlornatrium verhilt sich Chlorkalium. 

Aus den erwiihnten Daten tiber den Einfluf der Elektro- 
lyte auf die «Schiittelinaktivierung» geht hervor, daf diese 
den Nichteintritt der Inaktivierung der Handelspriiparate er- 
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Tabelle XIV 


Finfluf§ des Chlornatriums. 


(Versuche am 15. Februar 1909.) 
ee nn ee) 











100 ccm Lablésung Koagulationszeit der 

| jac il nic ht ceschiittel- | geschiittelten as 

nateaentianiae ten Kontrollprobe | Probe iil 

eem Min. | Min. 
() — — aad 

5 6.75 68,5 99 

10) 6 35 t1,7 15,2 

15 6,25 25,35 24.6 

20) 6,5 19,1 54.0 

30 6,25 | 135 49,3 








kliiren kénnen, indem diese oft schwach sauer sind und stets 
reichliche Mengen von Salzen enthalten. Wenn nun aber, wie 
es bei dem Gladschen Labpulver der Fall ist, die Priéparate 
neutral reagieren und dieselben so kriaftig wirksam sind, dab 
sie vor den Versuchen mit destilliertem Wasser z. B. in dem 
Verhiiltnis 1:4000 verdiinnt werden miissen, ist es jedenfalls 
ausgeschlossen, dal} die Siéuren eine hemmende Wirkung aus- 
iiben, und betreffs der Neutralsalze ist die Konzentration der- 
selben in den verdiinnten Lésungen so gering, dai es wohl 
von vornherein zweifelhaft sein muf, ob sie den ausschlag- 
gebenden Faktor darstellen. 

Dies ist auch nachweislich der Fall. Nachdem die kon- 
zentrierten Labpriparate durch Dialyse wihrend ein paar Tagen 
salzarm gemacht worden waren, zeigten sie nach dem Ver- 
diinnen durchaus keine «Schiittelinaktivierung», selbst wenn 
sie ein paar Stunden lang kriiftig geschiittelt wurden. 

Wenn diese dialysierten Lésungen aber mit Glycerin 
(z. B. 2 cem konzentriertem Glycerin auf 100 ccm der ver- 
diinnten Lablésung) versetzt wird, lassen sie sich in kurzer 
Zeit durch Schiitteln kriftig beeinflussen. Das Glycerin hat 
also bei diesen Versuchen nicht nur einen fOrdernden Ein- 
flub, sondern ist direkt die Bedingung der Inaktivierung. Das 
Gladsche Labpulver la6t sich in verdiinnten Lésungen (1 : 4000) 
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auch ohne Dialyse durch Glycerinzusatz (5°/o) in geringem 
Mafe schiittelinaktivieren; bei héherer Konzentration (2 : 4000) 
war auch hier ein Glycerinzusatz ohne Einflub. 

Wir erinnern hier daran, dafi der Glycerinzusatz in den 
Versuchen mit Glycerinextrakten einen teilweis hemmenden 
KinfluB hat, wie aus den Daten S. 438 in unserer ersten Mit- 
teilung (Diese Zeitschr. Bd. LX) ersichtlich ist. 

Wiihrend bei den Handelspriiparaten ein recht erheb- 
licher Glycerinzusatz sich als eine notwendige Bedingung einer 
Schiittelinaktivierung» gezeigt hat, ist dies bei unseren eigenen 
durch Extraktion mittels Glycerin bereiteten im grofen ganzen 
nicht der Fall. Diese Extrakte kénnen ein paar Tage lang 
dialysiert werden, ohne ihre Eigenschaft, der «Schiittelinakti- 
vierung» fiihig zu sein, einzubiiben. 

Die die «Schiittelinaktivierung» bedingenden Faktoren 
scheinen hier noch ziemlich komplizierter Natur zu sein, was 
ia kein Erstaunen erwecken kann, wenn unsere Annahme 
richtig ist, daB das Phiinomen auf Oberflachenspannungen 
beruhe. Denn es ist ja allgemein anerkannt, dafi die Ober- 
(liichenspannungen sich von ganz geringen stofflichen Ver- 
schiedenheiten kraftig beeinflussen lassen. 


Zusammenfassung. 


Wenn die durch kriiftiges Schiitteln teilweise «inakti- 
vierten» Lablésungen im geschiittelten Systeme selbst ruhig 
stehen bleiben, nehmen sie binnen kurzer Zeit (bis zu einer 
Stunde) wieder an Aktivitét zu. Wird dagegen die geschiittelte 
Flissigkeit sofort herausgehoben und in einem neuen HKohre 
aufbewahrt, nimmt sie nicht an Aktivitét zu. Die Ursache 
hiervon ist darin zu suchen, da{i wihrend des Schiittelns eine 
Konzentrierung des Enzymes an den Oberflaéchen des gebil- 
deten Schaumes und an den sonstigen Oberfliichen des ge- 
schiittelten Systemes statthat. Wird statt der Flissigkeit der 
gebildete Schaum herausgehoben, zeigt die aus demselben ge- 
bildete Fliissigkeit eine vermehrte Koagulationsfahigkeit. 

Wenn in dem geschiittelten Systeme der Schaum vollig 
zuriickgegangen ist, nimmt die Fliissigkeit nicht mehr an Ak- 











342 Signe und Sigval Schmidt-Nielsen, 


tivilat zu, trotzdem sie nicht ihre urspriingliche Aktivitiit 
zuriickbekommen hat. 

Wihrend also ein Teil des urspriinglich vorhandenen 
Enzyms nur voriibergehend der Fliissigkeit entzogen ist und 
also nur scheinbar den Eindruck einer Inaktivierung gibt, sind 
andere Teile des Enzymes definitiv verhindert, ihre Wirk- 
samkeit in der Fliissigkeit zu entfalten, und machen somit den 
Eindruck einer wirklichen Inaktivierung. 

Die nicht reversiblen Anteile des schiittelinaktivierten 
Labes nehmen mit der vermehrten Schittelzeit zu, weshalb 
man den Eindruck bekommt, dafi die reversible Labmenge 
gleichzeitig abnimmt. Bei hinreichend grofer Enzymkonzen- 
tration ist dies jedoch nicht der Fall, indem jetzt die reversible 
Labmenge einen von der Konzentration unabhingigen kon- 
stanten Grenzwert (in absoluten Zahlen gemessen) annimmt, 
was so zu deuten ist, daB der Schaum und die anderen Ober- 
flichen bei einer gegebenen Versuchsanordnung maximal eine 
bestimmte Labmenge adsorbiert. Es handelt sich hierbei wahr- 
scheinlich nur um eine einfache Adsorption, denn das Enzym 
ist sofort nach dem beendeten Schiitteln imstande, Milch zu 
koagulieren. 

In bezug auf den nicht reversiblen Anteil des «schiittel- 
inaktivierten» Labs glauben wir schlieBen zu kdénnen, da es 
sich auch um eine Adsorptionserscheinung handelt. Erstens 
diffundiert nimlich, wenn das Versuchsrohrchen und der Riihrer 
nach dem beendeten Schiitteln ein paarmal mit Wasser aus- 
gespilt wird und danach ftir einige Stunden mit gekochter 
(d. h. vollig inaktiver) LablOsung oder mit destilliertem Wasser 
hingestellt wird, in der Loésung Lab in einer Menge von etwa 
5°/o des urspriinglich vorhandenen hinaus. Zweitens, wird die 
Lablésung mit ein wenig Saponin versetzt, tritt, wie kriiftig 
und langdauernd die Lésung geschiittelt wird, keine Inakti- 
vierung ein, trotzdem die Schaumbildung eine maximale ist. 
Die Ursache hiervon ist die, daB das Saponin, wie von friiheren 
Forschern festgestellt, die Eiwei®k6rper (inkl. Enzym) von den 
Oberfliichen vertreibt, und es gibt keine Moglichkeit fiir das Lab 
von Oberflichen (es sei nun im Schaum, an dem Rihrer, an 
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der Glasoberflache) adsorbiert zu werden, weshalb es quan- 
titativ in der Losung erhalten bleibt. 

Wenn das Phiinomen der «Schiittelinaktivierung» eine 
Adsorptionserscheinung ist, ist es selbstverstindlich, da’ kleine 
stoffliche Verschiedenheiten, welche bekanntlich die Ober- 
flachenspannungen kriftig beeinflussen kénnen, einen grofen 
EinfluB auszutiben imstande sind. Inwieweit die fiir einige 
Elektrolyte und den Einflu8 derselben auf die «Schiittelinak- 
tivierung» gefundenen unerwarteten Resultate sich theoretisch 
verwenden lassen, bleibt dahingestellt. Ebenso ob die «Schiittel- 
inaktivierung» sich fiir Reindarstellung bezw. Konzentrierung 
von Enzymen praktisch verwerten liuBt. 














Panchymotischer Hund. 


Von 
E. S. London. 


Mit einer Abbildung im Text. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K., Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1910.) 


Mit dem Namen «Panchymotischer Hund» bezeichne ich 
einen Hund, der nach dem Prinzipe der Temporirisolierungs- 
methode hergestellt ist und der gleichzeitig und gesondert 
alle Verdauungssiifte — Magensaft, Galle, Pankreas- 
saft und Darmsaft — liefert. Auferhalb der Versuchszeit 
wird der Hund, wie alle tibrigen nach derselben Methode her- 
gestellten Hunde in ganz normalen Zustand zuriickgebracht. 

Die Operation wird folgenderweise ausgefiihrt: 

1. Anlegung einer Magenfistel durch den Bauchschnitt 
in der linea alba, wobei man ohne das Netz auszukommen 
sucht. 

2. Durchschneidung bei zu hoher Brust des lig. hepato- 
gastricum resp. duodenale. 

3. Unterbindung des 1. Pankreasganges und, falls aufzu- 
finden, der tbrigen Nebenginge. 

4. Einfuhrung einer zweikammerigen Kaniile in das Duo- 
denum zwischen beiden Papillen. 

5. Anlegung einer einfachen Fistel an der ersten Jeju- 
numschlinge. 

Die Ausriistung des Hundes zum Zweck des Experimentes 
geschieht in der tiblichen Weise vermittelst der Ballonapparate 
und ist aus der beifolgenden Abbildung ohne genauere An- 
gaben ersichtlich. Der Magensaft flieft aus der Magenfistel, 
die Galle aus der oralen Hilfte der Duodenalkanitile, der Pan- 
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Panchymotischer Hund. ‘ 


kreassaft aus der analen Hiilfte derselben und der Darmsaft 
aus der Jejunumkaniile. Der Magenkaniilestopfen hat eine einzige 
Ableitungsrohre; die Duodenalkaniile und die Jejunalkaniile sind 
mit je 3 Rohren versehen: Aufblihungsrohre (a), Einleitungs- 
rohre (b) und Ableitungsrohre (c). 











J. ) = AL BF Larkreassa? 
= ace —— Larmsal? ne 


Das Auslésungsmittel fiir die Verdauungssiifte wird durch 
die Einleitungsréhre in das Jejunum eingefiihrt. 

Daf der beschriebene Hund auch zum Studium der Ver- 
dauung und Resorption in verschiedenen Abschnitten des Magen- 
darmkanals dienen kann, versteht sich von selbst. 
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Das Distanzgesetz der Duodenalsafteauslosung. 
Von 


E. S. London und C. Schwarz (Wien). 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1910.) 


Nachdem von J. P. Pawlow!) und seinen Schiilern 
Becker und Dolinski die Tatsache festgestellt war, da8 der 
den Magen verlassende sauer reegierende Speisenbrei das aus- 
losende Moment fiir die Pankreassaftsekretion abgibt, war es 
eine nahe liegende Frage, ob dem Duodenum allein diese Tiitig- 
keit zukommt oder ob auch andere tiefer gelegene Darmab- 
schnitte den Sekretionsreiz aufzunehmen imstande sind. 

Die Frage wurde von einer Reihe von Autoren (Gott- 
lieb,?) Popielski,*) Wertheimer und Lepage?) dahin be- 
antwortet, dai die sekretionserregende Wirkung der Saure auf 
das Pankreas nur vom Duodenum und dem oberen Abschnitte 
des Diinndarmes ausgelést wird, wihrend sie in den tibrigen 
Teilen des Verdauungstraktus ganz ausbleibt. Da jedoch fast 
alle diese SchluBfolgerungen durch Versuche an narkotisierten 
resp. curarisierten Tieren, oder an nicht narkotisierten Tieren 
im vivisektorischen Versuch gewonnen wurden, so erschien 
es zweckmiibig, diese Versuche mit einer einwandfreien, physio- 
logische Bedingungen erfiillenden Methode zu wiederholen. Wir 
wandten uns zum sogenannten «polychymotischen Hund», der 
in der ersten Mitteilung dieser Serie beschrieben worden ist. 
7 ‘) J. P. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen, 1898; Becker, 
Arch. des soc, biol., 1893; Dolinski, ibid., 1894. 

2) Gottlieb, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 1894, Bd. XXXIII. 

*) L. Popielski, Pfliigers Arch., 1901, Bd. LXXXYVI. 

‘) Wertheimer und Lepage, Journal de physiol. et de pathol. 


génér., 1901. 
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Zu vorliegenden Versuchen standen uns drei Hunde zur 
Verfiigung, von denen jeder eine zweikammerige Fistelkaniile 
zwischen den beiden Papillen im Duodenum trug (Tabelle | 
und Il), einer jedoch aufierdem noch eine einfache Fistelkaniile 
im unteren Ileum ca. 75 cm vom coecum entfernt (Tabelle III) 
besaf. Simtliche Hunde waren seit Wochen operiert und durch 
viele Versuche bereits an das Gestell so gewohnt, dah sie 
wiihrend des Versuches zumeist schliefen. 

Der Gang der Versuche, die tiiglich nur einmal an jedem 
Hund angestellt wurden, gestaltete sich immer in der Art, dal 
dem Hunde nach ca. 2O0stiindigem Hungern durch den anal- 
wirts gelegenen Teil der zweikammerigen Fistelkaniile in den 
Darm ein Ballonapparat von bekannter Liinge eingefiihrt und 
analwarts langsam soweit vorgeschoben wurde, bis der Kork 
die Fistelkantile fest abschlof. Nach Aufbliihung des Ballons 
wurde die Reizsubstanz langsam innerhalb 10 Minuten in den 
Darm injiziert und an den beiden Kammern der Fistelkaniile 
die Sekrete der ersten und zweiten Papille zusammen oder 
getrennt aufgefangen, bis die Offnung des Pylorus der Sekre- 
tion ein Ende machte. Als Reizsubstanz dienten ausschlieb- 
lich 100 com einer 5°/oigen Lésung von Pepton Witte in 
Hundemagensaft, der mit der vierfachen Menge Wasser verdiinnt 
und auf ca. 35° C erwairmt war. Die folgenden 3 Tabellen 
I, If und III) geben die Versuchsresultate tibersichtlich wieder. 
In der Tabelle IV sind weitere Versuche dargelegt, in denen 
wir das Pepton (5 g) in Magensaftlésungen von verschiedenen 
Konzentrationen (2,5—20°/o) aufldésten. 

Einen unserer 3 Versuchshunde (Tabelle II) haben wir 
getétet und die Sektion ergab, dafi 126 cm von der Fistel 
entfernt die Grenze zwischen Jejunum und Ileum gelegen war. 
Das Ileum also bot uns beim Vorschieben des Ballons un- 
widerstehliche Schwierigkeiien. Da wir aber bei dieser Ballon- 
lage (Versuch XIII) eine nicht unbedeutende (24 ccm) Aus- 
lSsung der Duodenalséfte erzielen konnten, so ist der Schluf 
gerechtfertigt, dab 

1. durch eine saure Peptonlosung nicht nur vom 
Duodenum, sondern auch vom ganzen Jejunum und 
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oberen Ileum Gallen wie Pankreassaftsekretion in 
erheblicher Stiirke ausgelést wird. Dem unteren 
Ileum fehlt diese Fahigkeit. 

Um genauere quantitative Daten zu erzielen, versuchten 
wir die Zahlen der Tabellen I und II rechnerisch zu behan- 
deln. Die Tabellen V, VI, VII und VIII stellen die Resultate 
dieser Behandlung dar. 

Wie aus der grundlegenden Arbeit von Swante Arrhe- 
nius!) und unseren weiteren Untersuchungen bekannt, nimmit 
die Quadratwurzelregel in der quantitativ-funktionellen Tiitig- 
keit des Magendariakanals eine dominierende Stellung ein. Wir 
haben aus diesem Grunde versucht, auch hier die Quadrat- 
wurzelformel anzuwenden. 

tolgt die Duodenalsiiftesekretion der Quadratwurzelregel, 
so mu sich die Formel 

D; = kp L 
anwenden lassen, in der D,; die Menge der Duodenalsiifte be- 
deutet und L die Liinge des auslésungsfihigen Darmabschnittes. 

Ks hat sich nun gezeigt, dai bei der Annahme, daf die 
Liinge des die Duodenalsiiftesekretion ausldsenden Darmab- 
schnittes 192 cm betriigt, die gewonnenen Saftmengen mit den 
nach obiger Formel berechneten eine gute Ubereinstimmung 
zeigen (Tab. V und VI). 

Die Konstante k ist in beiden Tabellen fast dieselbe (5,0) 
in der Tabelle V und 3,07 in der Tabelle VI). 

Der Siiftestickstoff folgt ebenfalls der Quadratwurzel aus 
der wirkenden Darmabschnittlinge, wie aus den Tabellen V1! 
und VIII zu ersehen ist. 

Die Berechnungen sind nach der Formel 

N = kpL. 
N ist die Menge des Siiftestickstoffs und k ist die Konstante. 
welche in der Tabelle VII sich als 11,21 und in der Tabelle VII! 
20,6 gleich erwiesen hat. 

Aus dem Gesagten ist also ferner zu schliefen, dab 

2. die Liinge des Diinndarmabschnittes, welchem 
das Vermégen zukommt, durch bestimmte chemisch' 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 323. 
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Substanzen die Sekretion der Galle und des Pankreas- 
saftes auszuldésen, bei einem 15—16 Kilo schweren 
Hunde ungefahr 2 Meter betragt, was anniahernd 2/s 
der Gesamtlinge des Darmes ausmacht. 

3. Die Sekretion auslosende Wirkung des Darmes 
‘Menge der Duodenalsafte und deren Stickstoff) analwirts 
mit der Quadratwurzel der Distanz von der Reizstelle 
abnimmt. 

Zur Abschitzung der Bedeutung des HCl-Gehaltes der an- 
regenden Peptonlésung und zur Aufklaérung des Mechanismus 
der Duodenalsiftesekretionsausl6sung miissen noch weitere Ver- 
suche unternommen werden. 


Tabelle I. 

















Num- | Entfernung des ee Ge- |Dauer des 
: auslésenden 7 samt-| Pylorus- 
ner | Darmabschnittes in ccm A schlusses 
des von der ——_—__————— se N der resp. des 
Ver- | zweiten Papille | erste | zweite zu- Safte | Versuches 
suches in ccm Papille | Papille | sammen | in g } in Min. 
29 26 | (td 40 | 0141] 65 
i] 35 2100 | 15 36 0,138] 58 
II] 86 19,5 14 33,5 0,114 — 
lV 93 16,5 | 18,5 30 0,112 60 
V 122 6 | 27 0,110] 50 
VI 156 dos 145 | 0,074] 39 




















Tabelle II. 














Nummer Eniermung des aus-| Menge der | Gesamtn Paver des Py 
des labschnittes von der’ Duodenat- der Sifte | vesp. des 
nae, aweiten Papille | sdfte | Versuches 
| in ccm / in ecm in g / in Min. 
VI 10 | 44 0256 38 
vin | 17 | be 0297 | 44 
IX | 19 | 40 0,293 48 
X 35 | 2 0.258 59 
XI 60 | 30 | 0197 56 
XII 110 / 32 =| oOf81 | 40 
XIN 123 | 2 | 0130 | 46 
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Tabelle III. 






















































































}——— ee 
Nummer Reizstelle Menge der Safte Gesamt-|Dauer des 
a) von der zweiten in ccm Versuches 
“a Papille : | N der | (pviorus. 
Ver- [b) vor dem Coecum] erste | zweite | zusam- Safte | schlusses) 
suches in ccm Papille | Papille| men [in ccm] in Min 
XIV a — 10 20 is | 38 | 0,114 45 
XV be 0 0 | O 0 0 
XVI a — 10 22 19 | 41 0,121 53 
Tabelle IV. 
Nummer | Konzentra- Menge der Sifte Gesamt- Dauer des 
des tion des in ccm N der Versuches 
r : ts (Pylorus- 
Ver- Magensaftes | erste | zweite | zusam- Safte | schlusses 
suches in ‘Jo | Papille | Papille| men | ing in Min. 
XVII 20 25 14 39 0,170 57 
XVIII 10 26 15 41 0,180 bd 
XIX 5 21 10 31 0,145 64 
XX 2,5 23,5 9,5 33 0,153 70 
Tabelle V. 
Nummer Linge des Menge der Duodenalsafte 
des Darmabschnittes | _ m ccm 
Versuches in ccm beobachtet | berechnet | Differenz 
I 170 4() 39,1 + 0,9 
II 157 36 37,6 — 16 
II 136 33,5 34,9 — 14 
IV 99 30 29,8 +. 0,2 
V 70 27 25,1 + 19 
VI 36 45 | 180 —_—. 
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Tabelle VI. 








Nummer Linge des Menge der Duodenalsafte 
des Darmabschnittes in ccm 
Versuches in ccm beobachtet | berechnet Differenz 
VII 182 44 | 42 +. 2 
Vil 175 44 | 41 + 3 
IX 173 40) | 40 0 
X 157 32 | 38 — 
XI 132 3 | 3% | —5 
XII 82 32 | 9] he 
XIII 69 2a | «6 %| —2 








Tabelle VII. 














Nummer Linge des Der Duodenalsaftestickstoff 
des Darmabschnittes In g 
Versuches in ccm beobachtet | berechnet | Differenz 
I 170 O141 | 0145 | — 0,004 
I 157 0,138 | 0,140 | — 0,002 
II 136 0114 | 0131 | — 0017 
IV 99 0,112 | 0,112 0 
V 70) 0110 | 009% | + 0,016 
VI 36 0,074 | 0,067. | + 0,007 








Tabelle VIII. 

















Nummer Linge des Der Duodenalsiftestickstoff 
des Darmabschnittes —s 
Versuches in ccm beobachtet | berechnet Differenz 
VII 182 0,256 0,278 | — 0,022 
VII 175 0,297 0,273 | + 0,024 
IX 173 0,293 0.271 | + 0,022 
X 157 0,258 0,258 | 0 
XI 132 0,197 0,237 | — 0,040 
XII 82 0,181 | 0,187 | — 0,006 
XII 69 0,130 =| 0,171 | — 0,041 
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VII. Mitteilung. 
Die Neutralisationsgesetze der Verdauungssafte. 


Von 
E. S. London und QO. J. Golmberg. 


Aus dem pathologischen Laboratorium des K, Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1910.) 


In der III. Mitteilung dieser Serie hat N. Dobrowolskaja 
mit dem einen von uns gezeigt, dai die Gesamtmenge der 
Duodenalsafte bei Fleischverdauung der Quadratwurzel des sich 
absondernden Magensaftes entspricht. In den betreffenden Ver- 
suchen fingen wir die Siifte aus den beiden Papillen gesondert in 
einzelnen Portionen, welche den einzelnen Magenbreiinjektionen 
folgten, auf. Wir untersuchten nun, inwieweit die erwiihnte 
Giesetzmibigkeit fiir die einzeln aufgefangenen Siifteportionen 
Geltung hatte, und kamen zu einem negativen Resultat. Das 
darf aber keineswegs wundernehmen, denn einerseits stellt 
der Magenbrei ein Gemisch dar, welches wahrend der ganzen 
Verdauungszeit keine einheitliche Zusammensetzung aufweist; 
zweitens waren beim damaligen Versuchshund die natiirlichen 
Verhiiltnisse absichtlich unverdndert gelassen, indem der Pan- 
kreassaft teilweise durch den zweiten Ausftihrungsgang abflo/, 
teilweise aber sich durch den ersten Pankreasgang der Galle bei- 
mischte und aus diesem Grunde quantitativ nicht gesondert abge- 
schiitzt werden konnte. Endlich muf noch in Erwagung gezogen 
werden, dai die Beforderungsgeschwindigkeit des keineswegs 
einheitlich zusammengesetzten Magenbreies auf die Sekretion 
der Duodenalsiifte nicht ohne Einflu8 bleiben konnte. Es lag 
also auf der Hand, von neuem Versuche unter einfacheren Be- 
dingungen vorzunehmen, um das bunte Bild der Saftesekretionen 
aufzukliren. 
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Vor allem wollten wir uns orientieren, nach welcher 
Gesetzmafigkeit die Sekretion der alkalischen Duodenalsiiftegalle 
und Pankreassaft durch den sauren Magensaft beeinfluBt wird. 

Das Ubertreten des reinen Magensaftes in den Darm ist 
keine seltene Erscheinung. Der leere Magen sezerniert perio- 
disch Magensaft; bei reiner Kohlenhydrat- oder Fettkost und 
auch bei gemischter eiweibhaltiger Kost (hauptsiichlich im Be- 
ginn der Verdauung) wird ebenfalls fast reiner Magensaft ins 
Nuodenum befordert. 

Unsere Versuche wurden an einem «polychymotischen » 
Hunde angestellt, bei welchem der erste Pankreasgang unter- 
bunden war. Es flof bei ihm somit aus der oralen Kaniilen- 
hialfte reine Galle und aus der analen Hilfte reiner Pankreas- 
saft. Selbstredend mischte sich sowohl der Galle als auch 
dem Pankreassaft ein wenig Darmsaft bei. Die Menge des 
letzteren ist aber verschwindend klein und kann daher keine 
nennenswerte Bedeutung fiir das quantitative Studium haben. 
Beobachtet man z. B. die Ausscheidung aus der oralen Kaniilen- 
halfte, so sieht man vor dem Beginn der Gallenabsonderung 
und nach Beendigung derselben nur héchst seltene helltriibe 
Darmsafttropfen kommen; meistens bleiben dieselben aber ganz 
aus. Dasselbe lift sich von der analen Kaniilenhilfte sagen, 
umsomehr als das erfahrene Auge mit Leichtigkeit den triiben 
Darmsaft vom wasserhellen Pankreassaft unterscheidet. 

Der in den Darm gelangte Magensaft ruft bekanntlich 
eine Absonderung von Galle und Pankreassaft hervor, was 
hauptsichlich der Salzsiiurewirkung zuzuschreiben ist. Die zu- 
(lieBenden alkalischen Duodenalsafte neutralisieren die Salzsaiure 
des Magensaftes und vermindern dabei die Konzentration des 
wirksamen Agens. 

Es dringt sich nun die Frage auf, ob auch hier bei den 
quantitativen Verhiiltnissen sich bestimmte Gesetze geltend 
machen. 

Zur Lésung dieser Frage stellten wir am erwaéhnten Hunde 
eine Reihe von Versuchen an. Wir fiihrten ihm steigende 
Mengen reinen natiirlichen bei Scheinfiitterung gewonnenen 
Magensaftes in den Darm ein. Die Gesamtmenge der eingeftihrten 
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Tabelle I. 


























Konzen- | Beginn Menge der Alkaligehalt (in ccm) der Safte, Stickstoff 
Nummer der Galle- tut ' —— . 
tration | absonde- gewonnenen Safte titriert mit der zugefihrten Magen der gewonnenen Sifte 
des des  |rung nach , saftlésung 
M dem An- - oo — in g 
Ver- Magen jfange der | | Galle ceenel ss” |... 
saftes Kin- | Pan- | zu- i ae _ e | Pan- | zu- 
suches spritzung} Galle | kreas- | sam- a im | in | im | _ Galle | kreas- | sam- 
in %o in Min. | Saft | men }1 ccm |ganzen 1 ccm |ganzen| inate | saft | men 
| | | | | 
| | | | | 
I 10 _— 13 | 16 | 17,3 oo m= | oe | 1216) — oo | 0,027 | — 
| | | 
U1 20 1'/x 6 | 2% | 32 16 | 96 | 45 | 117 | 1266 | 0,035 | 0,036 | 0,071 
| | | 
oa 30 1's ae 4 1 10 | 80 |) 28 | 1036) 1166) — | — ~ 
IV 40 3's 12 39,5 | 51,5 | 1,1 | 13,2 | 25 | 98,8] 111,6 | 0,040 | 0,03 | 0,070 
| | pee | | | 
\ 50 — 17 ‘3 | 60 0.6 | 10.2 | 18 | 77,4| 87,6 — - -_ F 
VI 60 2H/y 10 | 44 | 54 09 | 901 15 | 61 | 70,0 | 0,032 | 0,055 | 0,087 
Vil 70 21), 11 47 58 08 | 88 | 13 | 611] 699 2 
Vill 80 2 12 48 60 08 | 96 | 11 | 52,8) 62, — | - 
IX GQ) 1'/s 26 D0 76 0.5 | 13,0 O.8 40 | 53,0 a _ 
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Fliissigkeit war in jedem Versuch gleich 100 ccm; die Dauer 
der Einspritzung war stets 10 Minuten. Die gewonnenen Daten 
sind in der Tabelle I zusammengestellt. Diese Daten bearbeiteten 
wir rechnerisch') und stellten die Tabellen II, Il] und IV auf. 


Tabelle II. 




















Nummer Konzentration Menge des gewonnenen 
des des Magensaftes Pankreassaftes 
vonage in °o heobachtet | berechnet | Differenz — 
I 10 16 18 Taal 
: 20 26 26 0 
NI 30 37 31 41.6 
IV 44) 39,5 36 4. 35 
V 30 43 40 43 
VI 60 44 44 0 
VII 70 47 47 | ‘ 
VIII 80 48 5] sa 
IX Q() 50 54 | _ 4 











Tabelle III. 








Nummer Konzentration | Verbrauchte Magensaftlésungsmenge zur 
des des Magensaftes Neutralisation 1 ccm Pankreassaft 
Versuches in °o beobachtet | berechnet | Differenz — 
I 10 7,6 9,0 — 24 

II 20 4,5 4,5 0 
(HI 30 2.8 oS | —-—?, 
IV 40 25 23 | +02 
V 50 1,8 18 | 0 
VI 60 1,5 1,5 0 

VII 70 1,3 1,3 0 
VIII 80 1,1 1,1 0 
IX 90 0,8 1,0 — 0,2 











') Die Berechnungen kniipfen sich teilweise an diejenigen, welche 
Svante Arrhenius (Diese Zeitschr., Bd. LXIII, S. 360) mit den Zahlen 
von becker, Dolinsky und Walter ausgefithrt hat. 
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Die Tabelle II zeigt, daf das Auslésen des Pankreassaftes 

durch den reinen Magensaft sich nach der Formel 
P, =k VY Me 

vollzieht, wo P, die Menge des ausgelésten Pankreassaftes 
bedeutet; M,. die Konzentration des Magensaftes, d. h. die 
Menge des Magensaftes in den zugefiihrten 100 ccm Fliissigkeit: 
k ist die Konstante, welche sich 5,71 gleich erwiesen hat. 
Die Ubereinstimmung der beobachteten Zahlen mit den be- 
rechneten ist als eine ganz gute zu betrachten. 


Tabelle IV. 




















i iaiaias Konzentration | Menge der zugefiihrten Magensaftlisung, 
des welche durch die Galle und den 
sans Magensaftes Pankreassaft neutralisiert werden konnte 
Versuches 7 encanta aia iar coeatan ican epiadal “elie Ot eiiabeaas 
in °/o beobachtet | berechnet | Differenz 
I 20 127, | 87 0 
I 30 117 | 110 | +7 
IV AN) 112 | 95 | + 7 
V 50 88 85 | 4-3 
VI 60 70 | 77 a 
VII 70 7 | 2 | —2 
VIII 80 62 |? | _ 
IX 90 58 | 63 _ 








Bezeichnet man ferner durch A; die Alkalinitit des 
Pankreassaftes, welche durch die zur Neutralisation eines Kubik- 
zentimeters des letzteren erforderliche Menge der zugefiihrten 
Magensaftlésung ausgedriickt ist, und durch M, die Menge 
des zugefiihrten Magensaftes, so macht sich fiir das quanti- 
tative Verhiltnis zwischen ihnen folgende Formel geltend: 
100 


Die Tabelle III zeigt, daB die Ubereinstimmung hier im 
allgemeinen eine vortreffliche ist. Die Konstante k gleicht 1,1. 
Die Tabelle [V lehrt uns, dafi der Magensaft bald mit 
Uberschuf durch die ausgelésten Duodenalsiifte (Galle, Pankreas- 
und teilweise Darmsaft) neutralisiert wird, bald aber von 
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50°/oiger Konzentration an beginnend nicht ganz gedeckt wird. 
Bedeutet A, die Gesamtalkalinitét der Duodenalsifte und M,. 
die Konzentration des Magensaftes d. h. dessen Menge in 100 ccm, 
so bekommt man befriedigende Ubereinstimmung zwischen der 
Beobachtung und Berechnung, wenn man folgende Formel 
anwendet : 
1 

yy wk = 
: V Mg. 

Die Konstante k ist gleich 600. 

Nach dem Gesagten lift sich folgendes dreifache Ge- 
setz der Verdauungssafteneutralisation aufstellen: 

1. Die Menge des ausgelésten Pankreassaftes ist 
direkt proportional der Quadratwurzel aus der aus- 
losenden Magensaftkonzentration. 2. Die Alkalinitat 
des Pankreassaftes ist umgekehrt proportional der 
auslOsenden Magensaftkonzentration. 3. Der Gesamt- 
gehalt des Alkalis in den Duodenalsaften ist umge- 
kehrt proportional der Quadratwurzel aus der Magen- 
saftkonzentration. 

Der reine nicht verdiinnte Magensaft weicht von den dar- 
gelegten Gesetzen ab und ruft pathologische Erscheinungen 
hervor. 














Zur Kenntnis der Verdauungs- und Resorptionsgesetze. 
VIII. Mitteilung. 


Uber die Hinwirkung der verschiedenen auBeren Faktoren 
auf die Sekretion der Duodenalsafte. 


Von 
E. S. London und A. P. Korchow (Charkow). 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Instituts fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1910.) 





Ausgehend von den Uberlegungen, die in der vorigen Mit- 
teilung auseinandergesetzt worden sind, versuchten wir die 
quantitativen Verhiiltnisse der Duodenalsaftesekretion unter dem 
Einflu8 der verschiedenen duBeren Faktoren zu verfolgen. Der 
Magenbrei wird, wie bekannt, mit verschiedener Geschwin- 
digkeit in den Darm befoérdert. Er gelangt dabei ins Duodenum 
in verschieden grofen Mengen und in verschiedener Konzen- 
tration. Es schien uns von Wichtigkeit, festzustellen, ob und 
wie die quantitative Duodenalsekretion durch diese duferen 
Momente beeinflubt wird. Zu diesem Zweck stellten wir eine 
Reihe von Versuchen am «polychymotischen Hund» (Ussatsch) 
an. Wir fiihrten in das untere Duodenum Darmverdauungs- 
produkte des Gliadins ein, und zwar in verschiedenen Mengen 
und in variierenden Mengen des Lésungsmittels (Wasser) bei 
konstanter Magensaftmenge (10 ccm). Auch die Injektions- 
geschwindigkeit wurde variiert. 

Beim Versuchshund war der erste Pankreasgang nicht 
unterbunden. 

In der Tabelle I sind die genaueren Versuchsangaben 
und die gewonnenen Zahlen angefiihrt. 

Aus den Versuchszahlen laBt sich vor allem der Schlub 
ziehen, dafi Konzentrationsschwankungen der Verdauungspro- 
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Tabelle I. 
renee) 











Num- | Menge der ; Dauer | Menge (in ccm) der] N-Gehalt 
mer | in den | ; der Verdaungssiifte (in °/o) der 
des | Darm ein-) gelésten | Fin. aus der | yy. Safte aus der 
Ver- ‘Tosung | Substanz spritzung} J. | IL | sam- —a 
suches} in com | ing in Min. Papille | ‘men Papille 
1} 100 1 10 | 20 | 8 | 28 | 038 | 0,16 
uw} 100 | 2 10 11 | 14 | 25 | 0,42] 0,17 
m} 100 | 4 10 14 | 13 | 27 | 090) 028 
Iv | 100 ~ 10 16 | 11 | 27 | 1,07/| 0,35 
Vv] 100 16 10 | 23 | 14 | 37 | 065) 051 
VI} 100 32 10 38 | 19 | 57 | 052) — 
vir] 400 8 10 | 27 16 | 43 | 039 0,29 
VII | 300 8 10 29 | 10 | 39 | 0,32] O21 
IX 20) 8 10 16 14 | 30 0,44 | 0,29 
X 50 8 10 20 | 5 | 25 | O46 | 0,27 
XI 25 8 10 18 | 5 | 23 | 0,20} 0,17 
x} 100 8 20 | 22 | 12 | 34 | 0,23) 0,25 
xi} 100 8 30 | 24 | 13 | 37 | 060. ot 
XIV 100 | 8 50 31 | 11 | 42 046 0,27 














dukte in den Grenzen zwischen ca. 1—6°/o (auf wasser- und 
salzfreie Substanz berechnet) sich an der Menge der secer- 
nierten Duodenalsifte nicht erkennen lassen; bei Konzentra- 
tionen, die iiber 6°/o liegen, steigt die Siftemenge hingegen 
im Verhidltnis der Quadratwurzel der Konzentration (wie aus 
folgender Tabelle ersichtlich ist). 


Tabelle II. 











Nummer | Menge der in100ccm] Menge der gewonnenen Duodenalsafte 
ae, 10°joigem Magensaft in ccm 
iota cclisio Sehsiaanze | 
in ecm beobachtet | berechnet Differenz 
IV 8 rn 0 
V 16 37 | 38 | — 1 
VI 32 57 | 54 + 3 
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Die Berechnungen wurden nach der Formel 
DD, = kVc 
ausgefuhrt, wobei D, die Menge der Duodenalsiifte bedeutet: 
c die Substanzmenge in 100 ccm 10° oiger Magensaftlésung und 
k die Konstante, welche 9,6 gleicht. 

Aus der Tabelle Il] la6t sich folgern, daB ein- und die- 
selbe Substanzmenge, in verschiedenen Wassermengen gelost, 
verschiedene Duodenalsaftmengen auslést. Auch hier lassen 
sich die Mengen aus der Quadratwurzelformel berechnen: 

D, = kVW 
I), bedeutet die Menge der Duodenalsiifte; W die Wassermenge; 
k die Konstante, die 2,17 gleicht. 





Tabelle III. 








Nummer | Menge des Wassers} Menge der gewonnenen Duodenalsafte 
zur Losung der 8 g in ccm 
des y . 

y Yersuchssudsianze oO ‘iota mmnamamens 2 
alti in ecm beobachtet | berechnet _—Differenz 
VII 400 43 | 43 | 0 

| 
VIII B00 39 38 | + 1 
IX 200 30 31 — 1 
IV 100 27 | 22 | + 5 








Tabelle IV. 














Nummer Dauer der Menge der gewonnenen Duodenalsifte 
des Einspritzung | in ee 
Versuches in Min. beobachtet | berechnet | Differenz 
0 a a, oe 
l\ 1 | 4.8 
XII 20 34 31 +3 
| 
XIII 30 37 | 38 /—1 
| | oe 8 
XIV 50 eo | 4 £=|—7] 











Die Zahlen aus Versuch X und XI lassen sich nicht aus 
dieser Formel ableiten und wir wollen daher bei nichster Ge- 
legenheit die Versuche wiederholen und zwar mit verschiedenen 


Substanzen. 
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Die BefOrderungsgeschwindigkeit der Verdauungsprodukte 
in dem Darm tibt auch auf die quantitative Absonderung der 
Duodenalsafte einen Einfluf aus, der sich wieder (Tab. IV) aus 
der Quadratwurzelformel berechnen 1laBt: 

D, = kyt 
D, bedeutet die Duodenalsaftemenge; t die Einleitungszeit (resp. 
Geschwindigkeit); k die Konstante, die sich als 7,0 gleich er- 
wiesen hat. 

Die Tabellen V und VI zeigen endlich, dai der Stick- 
stoff, welcher mit den Saften der 1. Papille (Tab. V) als auch 
mit dem Safte der 2. Papille (Tab. VI) sich der zugefiihrten 
Substanzmenge beimengt, nach der Quadratwurzelformel be- 
stimmt werden kann: 

N=kyS 
N bedeutet die Stickstoffmenge; S die Substanzmenge; k die 
Konstante, welche fiir die 1. Papille 0,38 gleicht und ftir die 
2. Papille 0,123. Bei hoheren Konzentrationen (iiber 6°/o) wird 
die Proportionalitét umgekehrt (Vers. IV—VI, Tab. V). 

1 


N=k——; k=0,1613 
Vs 


Tabelle V. 


I. Papille. 











7 Nummer | Menge der pee N-Gehalt des gewonnenen Saftes 
des fiihrten Substanz in %o 
Versuches in g beobachtet | berechnet | Differenz 
I 1 038 | Oss | 0 
1] 2 042 | O54 | —O0,2 
HI 4 0909 | O76 | +014 
IV 8 107) | 1,07 | 0 
IV 8 107 | 107 | 0 
V 16 065 | 065 | O 
VI 32 052 | 0,46 +. 0,06 
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Tabelle VI. 
If. Papille. 








"aieee Menge der zuge- N-Gehalt des gewonnenen Saftes 
des fiihrten Substanz in %o 
Versuches in g ‘beobachtet | berechnet | Differenz 
1 0.16 | 012 | +0,04 
II 2 017 | O17 | 0 
II] 4 0,28 | 0,25 | +0,03 
IV 8 035 | 025 | 0 
V 16 O51 | 049 | +002 








Schlufbfolgerungen. 


I. Abgesehen von dem reinen Magensaft hing! 
die Ausscheidung der Duodenalsifte (Galle samt Pan- 
kreassaft und Darmsaft) auch von der Konzentration der 
sie auslOsenden Verdauungsprodukte und von der 
Eintrittsgeschwindigkeit der Verdauungsprodukte in 
den Darm ab. Die Menge der ausgeschiedenen Siifte 
ist direkt proportional 

a) der Quadratwurzel der Konzentration (bei 
Konzentrationen iiber 6° 0) bei gleichen LOsungs- 
mengen; 

b) der Quadratwurzel aus der Wassermenge, 
wenn die Konzentration der Verdauungsprodukte 
unter 6°%/o ist (bei gleichen Substanzmengen); 

c) der Quadratwurzel aus der Eintrittsdauer der 
Verdauungsproduktelésungen in den Darm. 

Il. Der Stickstoff, welcher der 1. und der 2. Duo- 
denalpapille abgesondert wird, ist bei gleicher Lo- 
sungsmenge proportional der Quadratwurzel aus de! 
Substanzmenge; bei héheren Konzentrationen (iiber 
6°/o) wird die Proportionalitéit umgekehrt. 





Zur Kenntnis der Verdauungs- und Resorptionsgesetze. 
IX. Mitteilung. 
Zur Verdauung der Kohlenhydrate. 
Von 


E. S. London und A. P. Korchow (Charkow),. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1910.) 


Im Hundemagen werden, wie bekannt, die Kiweifstoffe 
his ca. 80°/o verdaut, emulgierte Fette bis ca. 8—10°/o, die 
Stairke aber verlift den Pylorus in ganz intaktem Zustande. 
Die gesamte Verarbeitung der Stiirke fillt dem Darme zu. Die 
Starkeverdauuung beim Hunde zeichnet sich noch dadurch aus, 
daB sie verhéltnismafig rascher vor sich geht, als die Ver- 
dauung anderer Nahrungssubstanzen. 

Die Sonderstellung der Starke mu voraussichtlich be- 
sonderen Gesetzen unterworfen sein. 

Die Aufklirung dieser Frage st6Bt auf grofe Schwierig- 
keiten, da die Hunde reine Stirke nur in héchst seltenen Fiillen 
gern fressen. Die Starke muf mit anderen den Hunden ge- 
wohnten Speisen zugeftihrt werden, wodurch die Experimental- 
bedingungen verwickelt werden. Vor dem Beginn systematischer 
Untersuchungen auf diesem Gebiete versuchten wir eine orien- 
tierende Versuchsserie anzustellen. Wir wiihlten dazu unseren 
Magenfistelhund Woltschok, bei dem die Magenverdauung in 
allen friiheren von uns untersuchten Fillen stets eine sehr gute Ge- 
setzmaBigkeit aufwies. Wir fiitterten ihn mit einem Gemisch 
von Fleisch und Stirke. Das Gemisch wurde bei allen Ver- 
suchen gleichmaBig in folgender Weise vorbereitet: 100 ccm 
Wasser wurden mit der abgewogenen Stirke griindlich ver- 
mischt, bis sich eine gleichmiiBige Emulsion bildete, dann wurden 
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400 g gemahlenen Fleisches hinzugefiigt und mdglichst sorg- 
fiiltig verrieben. Nach 3 Stunden wurde der Mageninhalt in 
der tiblichen Weise gewonnen und darin der Stickstoff nach 
Kjeldahl! und der Stérkezuckerwert nach Bertrand bestimmt. 
Der Zuckerwert der benutzten Starke war gleich 90°/o. 

Die gewonnenen Daten sind in der Tabelle I wiedergegeben. 














Tabelle I. 
Numme: Menge dex Pn? Ot ERE 
des gegebenen Stickstoff Starke (Zuckerwert) 
Versuches Stiirke ia | ne | oe | 
0 SS ae eee ae 
II 0 12 | 33 - | - 
UI 10 51 | 40 | O14 | O 
IV 20 36 | 28 | 14 | 6 
\ 30 27 | of | 36 | 18 
VI 4) 3,1 24 0 | 7,9 | 22 
VII 50 £8 | 38 | 123 | 27 
VIll 60 4.2 | 33 | 148 | 28 
IX 80 3,2 | 25 | 18,3 | 25 
x 100 hd 340i] 245 | 7 








Schon ein fliichtiger Blick auf diese Tabelle genitigt, um 
wahrzunehmen, daf} die uns hier hauptsachlich interessierende 
6. Kolonne im ganzen keiner gleichmaBbigen Gesetzmibigkeit 
unterworfen ist. Es fallt namentlich ins Auge, daf von 10 bis 
50 g verfiitterter Stirke die Prozentzahlen der zu Ende der 
3. Verdauungsstunde nachgebliebenen Mengen ein allméhliches 
Anwachsen aufweisen, nach Verabreichung von 50—100 g aber 
diese Zahlen gewissermaBen konstant bleiben. 

Wir haben nun versucht, die anwachsenden Versuchs- 
zahlen rechnerisch zu behandeln, und gefunden, wie aus der 
Tabelle Il ersichtlich, daB eine Kubikwurzelformel zu einer guten 
Ubereinstimmung zwischen den in den Versuchen II—V be- 
obachteten und den berechneten Zahlen fiihrt. Die angewandte 
Forme! lautet: 
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3 
x =k PM. 
x bedeutet die Prozentzahl der in den Darm beforderten Stiirke ; 
M ist die Menge der zugefiihrten Stiirke (in Zuckerwerten) und 
k ist die Konstante, welche sich gleich 25 g erwiesen hat. 


Tabelle II. 




















SS 
Nummer | Menge der gege-]| Menge der in den Darm befirderten 
benen Stirke Starke (Zuckerwert in °/o) 
des : \ | 
y het) 
ersuches 7 
in ¢ beobachtet | berechnet Differenz 
al 18 % | 99 cml 
* 27 87 | 86 | ce 
VI 36 78 | m8 0 
VII 4D vB: | 73 | 0 








Die Zahlen der Kolonne 4 und 6 zeigen, daf der Ent- 
leerungsgang des Fleisches mit dem der Stiirke nicht zu- 
sammenfiallt. 

Um eine volle Aufklirung der oben aufgeworfenen Frage 
zu erzielen, sind selbstverstiindlich umfangreichere und mannig- 
fachere Versuche notig. Wir notieren die in der dargelegten 
Versuchsreihe erzielten Resultate nur als Ausgangspunkt fiir 
die diesbeziiglichen weiteren Untersuchungen. 


IC 
Ss 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII 











Studien dber die spezifische Anpassung der Verdauungssafte. 
I. Mitteilung. 
Zur Spezifizitat des Magensaftes und des Pankreassaftes. 


Von 


E. S. London und W. N. Lukin. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin zu 
St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1910.) 


Die Vorgiinge bei der Verdauung und Resorption sind 
in gewissem Sinne als eine besondere Art der allgemeinen 
Reaktionstatigkeit des Organismus gegentiber fremdartigen Kor- 
pern zu betrachten. Die Nahrungszufuhr in den Verdauungs- 
traktus gleicht bis zu einem gewissen Grade der parenteralen 
Einverleibung von fremdartigen Substanzen in den Organismus. 
Sie ruft eine Produktion spezieller KOrper hervor, die bestimmt 
sind, die fremden Substanzen dem Organismus nutzbar zu 
machen. Die Lehre von den Verdauungsfermenten ist somit 
gewissermaben ein Abschnitt der Immunitatslehre. 

Der Grundstein der gesamten Immunitatslehre ist die 
spezifische Antikérperproduktion seitens des Organismus. Die 
Untersuchungen von W. N. Wasiliew') haben zuerst gezeigt, 
dafi auch auf dem Gebiete der Verdauungslehre gewissermafien 
das gleiche beobachtet wird. Die verschiedenen Nahrungs- 
bestandteile ftihren zu einer spezifischen Absonderung der ent- 
sprechenden Fermente. Diese Beobachtung wurde auch von 
anderen Autoren gemacht, wahrend wieder einige zu abwei- 
chenden Resultaten gelangten. Die diesbeziigliche Literatur 
wollen wir nach Abschlu8 der vorliegenden Untersuchungsreihe 
besprechen. Die ganze Frage ist auf jeden Fall nicht endgiiltig 
geklart und wir fiihren deshalb eine Reihe von Untersuchungen 


1) Uber den Einfluf§ verschiedener Speisearten auf die Titigkeit 
der Pankreasdriise. Petersburger Diss. 1893. 
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aus, in der Hoffnung, dai die Temporirisolierungsmethode es 
gestatten wird, zur Losung der ganzen Frage beizutragen. 

Von diesem Gesichtspunkte aus betrachtet, bietet der 
Pankreassaft das grdfite Interesse dar, weil er bekanntlich alle 
fiir die Speiseverdauung notwendigen Fermente enthilt. 

Wir stellten an einem «polychymotischen» Hund mit unter- 
bundenem 1. Pankreasgang drei Versuchsserien an. In allen 
Versuchsserien wurde mit denselben Substanzen in denselben 
Konzentrationen, aber in verschiedenen Mengenverhiiltnissen, 
gearbeitet. Die Fliissigkeiten wurden mit mibiger Geschwin- 
digkeit (je 1/2 Minute 1 ccm) in den Darm eingefiihrt und die 
darauf secernierten Verdauungssifte aufgefangen. Als Versuchs- 
liissigkeiten benutzten wir: 1. eine 6°/oige L6sung Darmgliadin- 
verdauungsprodukte: 2. eine 7,5°/oige LOsung von Amylodextrin, 
Erythrodextrin und Traubenzucker zu gleichen Teilen (2,5°/o); 
3. eine Emulsion von je 1 g Triolein, Oleinséure und Natrum 
oleinicum in 100 ccm Wasser. In der ersten Versuchsserie 
wurden von diesen Fliissigkeiten je 200 ccm in den Darm ein- 
gefiihrt; in der zweiten je 50 ccm und in der dritten je 100 ccm. 
Vor dem Beginn der Einspritzungen liefen wir den Hund einige 
Zeit ruhig im Gestell stehen und fingen den sich selbstandig 
ausscheidenden Pankreassaft auf. In der ersten Versuchsserie 
wurden die drei Fliissigkeiten gesondert an verschiedenen Tagen 
eingespritzt; die aufgefangenen Safte, Galle und Pankreassaft, 
wurden nach Entnahme von Proben zur N-Bestimmung nach 
Kjeldahl rasch bei gewOhnlicher Temperatur auf flachen Tellern 
im Ventilatorschrank getrocknet und dann im Exsikkator in 
vacuo bis zum konstanten Gewicht belassen. Von der Trocken- 
substanz wurden dann aliquote Teile entnommen und durch 
Auflésung in entsprechender Menge Wasser das urspriingliche 
Saftvolumen hergestellt. In der 2. und 3. Versuchsserie wurden 
die einzelnen Einspritzungen direkt hintereinander vorgenommen 
und die gewonnenen Siafte wurden in frischem Zustande zu 
den weiteren Priifungen verwendet. Die beiden Versuchsserien 
erginzen sich. Die erste Versuchsanordnung hat den Vorzug, 
dali jede einzelne Versuchssubstanz stets am gut ausgeruhten 
Hund gepriift wurde, anderseits muBbten aber die Safte zwecks 

24* 
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besserer Konservierung getrocknet werden und spater durch 
Auflésen in Wasser wieder hergestellt werden. Bei der zweiten 
Versuchsanordnung wurde das Eintrocknen vermieden, die kurz- 
aufeinanderfolgende Einfiihrung der verschiedenartigen Losungen 
legte aber die Vermutung nahe, dafi die Wirkung der 2. und 
3. Einspritzung gewissermafien modifiziert werden. Um diesem 
Einwand vorzubeugen, wechselten wir in den beiden letzten 
Versuchsreihen die Aufeinanderfolge der Einspritzungen: in 
der 2. Versuchsreihe folgten aufeinander Gliadinprodukte, Kohle- 
hydrate und Fettsubstanzen und in der 3. Kohlehydrate, Gliadin- 
produkte und Fettsubstanzen. 

Die Priifung auf den Gehalt an verschiedenen Fermenten 
geschah in folgender Weise. Jeder Portion Pankreassaft wurden 
18 ccm im 1. Versuch, 12 ccm im 2. und 16 ccm im 3. ent- 
nommen und zu gleichen Teilen in die Priifungsglaser ver- 
teilt. Fiir die Priifung der eiweifspaltenden Kraft wurde nach 
J. Hota!) hergestellte tribe mit HCl neutralisierte Eiereiweili- 
losung (1 Hiihnereiweif auf 5 Teile Wasser) verwendet. 10 ccm 
dieser LOsung wurden mit dem Pankreassaft vermischt und in 
den Brutschrank bei 37° C. gestellt. Nach 18 —24 Stunden wurde 
nach Sérensen der formoltitrierbare Stickstoff bestimmt und 
dessen Prozentgehalt zum Gesamtstickstoff berechnet. Diese 
Zahl wird auch in der Tabelle angegeben. 

Zur Bestimmung der amylolytischen Kraft wurde eine 
2° oige Amylodextrinldsung benutzt. Die Daten, die in der 
Tabelle angegeben sind, bedeuten den Prozentgehalt der Ver- 
dauungsflissigkeit an abgespaltenem Zucker nach einer 1/4 stiin- 
digen Fermenteinwirkung. 

Die Lipase wurde nach Volhard-Stade bestimmt. 

Auferdem haben wir in den Saften, wo uns geniigend 
Material zur Verfiigung stand, die Trockensubstanz und die 
Asche bestimmt. 

Die gewonnenen Daten sind in der Tabelle I wieder- 


gegeben. 





Der Magensaft enthalt, wie bekannt, auBer dem Pepsin 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. XXIII, S. 179. 
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noch eine Lipase. Wir verfitterten einen Kleinmagenhund 
(nach Pawlow) abweclhselnd mit magerem Fleisch (300 g) und 
mit Fleisch (300 g), dem wir 30 g Schweinefett zufiigten. Wir 
verglichen dann nach Volhard-Stade die lipolytische Kraft in 
beiden Serien, wobei wir stets 18 ccm Saft verwendeten. Die 
Verdauungsdauer des Eiergelbes im Brutschrank glich 18 Stun- 
den. Zur Kontrolle diente Scheinfiitterungsmagensaft, bei dem 
das Ferment durch Hitze abgetétet wurde. In einem Falle 
(Versuch IV) haben wir den aktiven Saft gepriift. 

Die gewonnenen Zahlen sind in der Tabelle II angegeben. 


Tabelle IL. 























Nummer Grad der Fettspaltung 
_ des in der | bei Schein- | bei Fleisch-| bei Fleisch- 
Versuches |Kontrollprobe | fiitterung | fiitterung | Fettfiitterung 
l re aah 38 | 41 
l 3,5 _ 5,7 4,6 
ll 4,8 — | 5,4 10,9 
IV 4,8 65 | 68 63 
V 41 — 5,5 53 
VI 4A _ 5,9 5,2 
VII 4,1 | —~ | 5,5 | 13,3 





Aus den angefiihrten Tabellen lassen sich folgende Schliisse 
ziehen: 

1. Verschiedene chemische Nahrungsbestandteile. 
in den Darm eingeleitet, fiihren zur Absonderung spe- 
zifisch verschiedener Mengen von Galle (Versuche I—III) 
und Pankreassaft (Versuch I). Eine Beeinflussung des 
quantitativen Verhdltnisses der Fermente im Pan- 
kreassaft durch die verschiedenen chemischen Sub- 
stanzen etwa im Sinne einer spezifischen Fermentab- 
sonderung ist unter den gegebenen Versuchsbedin- 
gungen nicht zu beobachten (Versuche I—IIl). 

2. Bei Fettzufuhr 1a8t sich im Kleinmagensal! 
meistenteils (in 5 Fallen aus 7) kein Anwachsen des 
lipolytischen Fermentes beobachten. 























Studien iiber die spezifische Anpassung der Verdauungssafte. 
Il. Mitteilung. 
Zur Spezifizitat des jejunalen Saftegemisches. 
Von 
E. S. London und R. S. Krym. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Instituts fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 





(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1910.) 


In den Versuchen der vorigen Mitteilung benutzten wir 
als Reizmittel zur Auslésung der Duodenalsiifte nur teilweise 
natiirliche Verdauungsprodukte (bei den Eiweifbversuchen), grob- 
tenteils aber kamen kiinstliche Spaltungsprodukte (bei den Kohle- 
hydraten und Fetten) zur Verwendung. Ferner wurden die Siifte 
an ihrer Ausscheidungsquelle aufgefangen. Es lag auf der Hand, 
zu verfolgen, wie die Verhialtnisse sich gestalten, wenn als 
Reizmiltel die Darmverdauungsprodukte des Versuchshundes 
selbst angewandt werden und zur Priifung auf Fermente das 
natiirliche Gemenge von Galle, Pankreas- und Darmsaft ge- 
nommen wird. 

Zur Lésung dieser Aufgabe bedienten wir uns eines Hun- 
des mit 2 Fisteln, deren eine am Magen in der Grenzlinie 
zwischen dem fundalen und pylorischen Teil und die andere 
am Jejunum 75 cm weit vom Pylorus entfernt angelegt waren. 
Wir verfiitterten dem Hund mit geschlossenen Fisteln ein Gemisch 
von Fleisch, Stirke und Fett und nahmen wiihrend einer Viertel- 
stunde fiir je eine Verdauungsstunde durch die gedffnete Je- 
junumkaniile den ausfliej}enden Chymus auf. Die zu_ver- 
schiedenen Zeiten aufgefangenen Chymusportionen wurden ver- 
mischt und auf dem Wasserbade eingetrocknet. 
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In einem Versuche (1) wurden 10 g dieser Trockensub- 
stanz in Wasser aufgeschwemmt und durch die Einleitungsréhre 
des Ballonapparates in das Jejunum eingespritzt. Eine andere 
10 g betragende Probe dieser Trockensubstanz wurde im 
Soxhletapparat vollig entfettet, die entfettete Substanz in 
Wasser aufgeschwemmt und in das Jejunum eingefiihrt (Ver- 
such II). Die extrahierten Fettsubstanzen wurden zu gleich- 
mibiger Emulsion verrieben und ebenfalls (Versuch III) in den 
Darm eingefiihrt. Noch eine dritte Portion (10 g) des Ausgangs- 
materials wurde mit kochendem Wasser voOllig extrahiert. Die 
wasserlslichen und die wasserunldslichen Substanzen wurden 
in den Versuchen IV und V zur Einspritzung in das Jejunum 
gebraucht. In allen Versuchen wurde die Einspritzungsfliissig- 
keit bis zu 200 ccm aufgefillt. Die Einspritzung wurde stets 
in demselben Tempo ausgefiihrt: 5 ccm pro 1 Min. 

Das Siiftegemisch wurde in einer Entfernung von ca. 70 cm 
von ihrer Eintrittstelle in den Darm aufgenommen. Es dringte 
sich also die Frage auf, ob vielleicht durch besondere Re- 
sorptionserscheinungen im Jejunum nicht irgend welche spezi- 
fische Anderungen im Fermentgehalt eintraten. 

Die Versuchsanordnung war folgende. In die Magenkaniile 
wurde ein Kork mit einer Ableitungsréhre eingesetzt. Durch 
diese Rohre floB der Magensaft ab. Das war aus 2 Griinden 
notig: erstens hatte der Magensaft die Duodenalséfte verun- 
reinigen kénnen und zweitens wiirde der reine Magensaft fiir 
sich eine Sekretion der Duodenalsiafte auslésen und auf diese 
Weise die Resultate der Einspritzungen gewissermafen ver- 
decken. In die Jejunumkaniile wurde ein Pfropfen mit 3 Réhren 
— Injektions-, Aufblahungs- und Ableitungsréhre — eingesetzt. 
Der Ballon wurde aufgeblaht und dann abgewartet, bis die 
etwaigen Sekretionen — Magensaft und Duodenalsiaftegemisch 
— vollig sistierten. Erst nachher wurde die Einspritzung in den 
Darm begonnen. Nach Beendigung der Einspritzungen wurde 
abgewartet, bis die durch selbe ausgeléste Saftesekretion zum 
Abschlu8 gelangte. Das durch die Ableitungsréhre aufgefangene 
Siftegemisch wurde bei Zimmertemperatur im Ventilatorschrank 
eingetrocknet und aufbewahrt. 
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Die Bestimmung des Fermentegehaltes wurde in derselben 
Weise ausgeftihrt, wie es in der vorhergehenden Mitteilung an- 
gegeben ist. 

Die Versuchsresultate sind in der beifolgenden Tabelle 
zusammengestellt. 











Das Saftegemisch aus dem Jejunum 





Ver- 

In den Darm meek anaes Verd: set. 
sills | a erdauungskraft 
sucns P = ‘ 'Trocken- Stick- | gegen 

7 eingefiihrte Sub- | Menge | | ee. —_ 
il ‘substanz stoff | Eier- lisliche Eigelb- 
ieies stanzen ! | ‘eiweifi Starke! fett 

in cem! in %o | in %/o | in %/o | in %o | in %o 
| | 

I | Gesamter Chymus | 50,0 34 | 028, 8 | 69 | 7 

I Fettsubstanzen [1000 | 2,7 | O21 11 | 47 | 9 
Il] |Entfetteter Chymus] 11,0 2,2 0,35 — 40 5 


Wasserloésliche _" 3 


23, 28 | 99 ; 
Substanzen 93,0 | 0,28 | 20 22 10 
V Chymusriickstand | 16,5 2.5 | 0,30 | 18 poe _ 


Vor der Einspritzung} 5.., 
ital in allen Versuchen 239,0 2,4 








0,55 13 - g 

| | 

Aus den vorliegenden Zahlen laft sich folgender Schlub 
ableiten. 

Die Nahrungsbestandteile verschiedener chemi- 
scher Natur fiihren aus dem unteren Jejunum resp. 
lleum aus zur Absonderung spezifisch verschiedener 
Mengen von Duodenalsaften. Die quantitativen Ver- 
haltnisse der Fermente aber weisen in den gegebenen 
Versuchsbedingungen keine Spezifizitat auf. 




















Studien iiber die spezifische Anpassung der Verdauungssafte. 
III. Mitteilung. 


Von 


E. S. London und N. Dobrowolskaja. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1910.) 


Unter den Verdauungssiiften ist tiber den Darmsaft sowohl! 
in quantitativer als auch gewissermaben in qualitativer Hinsicht 
am wenigsten bekannt. Der Grund dafiir liegt darin, daf zum 
Studium des Darmsaftes bis zur jiingsten Zeit das Verfahren 
von Thiry-Vella zur Anwendung gelangte, wobei zuverlissige 
Daten nicht ermittelt werden konnten. Dahingegen gibt die 
Temporiirisolierungsmethode uns die Méglichkeit, diesbeztigliche 
Untersuchungen in mannigfaltigster Weise anzustellen, die zu 
einer vollen Kliirung auf dem gesamten Gebiete des Darmsaft- 
studiums fiihren diirften. 

Vorlaufig kénnen wir die Resultate mitteilen, welche uns 
eine Versuchsserie an einem «Resorptionshund» ergeben hat. 
Der betreffende Hund Prijatel diente zu gewissen Resorptions- 
versuchen, in die wir, da der Hund guten Darmsaft lieferte, 
eine kleine Versuchsreihe einschalteten. Es handelte sich dabei 
um 4 Versuche, die darin bestanden, dafi wir bei unserer ge- 
woOhnlichen Versuchsanordnung dem Hunde durch die anale 
Hialfte der zweikammerigen Kantile verschiedene Lésungen ein- 
fiihrten, den unresorbiert gebliebenen Teil der letzteren aus der 
Jejunumfistel auffingen und den durch die Ableitungsrohre aus- 
geschiedenen Darmsaft gewannen. In jedem Versuche wurde 
die niichstfolgende Einspritzung erst nach volliger Sistierung der 
Fistelexkretionen vorgenommen. Die Dauer der Einspritzungen 
war in allen Versuchen stets die gleiche: je 1 Minute 5 ccm. 
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Die bei jedem Versuche aufgefangenen Siifte wurden zu- 
sammengemischt und zwecks Konservierung im Ventilator- 
schrank bei gewOhnlicher Temperatur eingetrocknet. Nach Be- 
endigung des letzten Versuches wurden durch Hinzufiigen von 
destilliertem Wasser die anfiinglichen Volumina hergestellt und 
in den gleichen Saftmengen die Fermentkraft bestimmt. Zur Ab- 
schiitzung des Erepsingehaltes bedienten wir uns einer 2 °/oigen 
Caseinldsung (Hammarsten), wobei wir den Grad des Ab- 
baues an formoltitrierbarem Stickstoffe bestimmten (nach 
4tiigigem Stehen im Brutschrank von 10 cem Caseinlésung 
mit 0,5 eem Darmsaft); die kohlenhydratspaltende Wirkung 
wurde nach dem Prozentgehalt des abgespaltenen Zuckers (1 cem 
Darmsaft pro 20 ccm 1°%/oiger StérkelOsung im Brutschrank 
fiir 2 Stunden) und nach Wohlgemuth, die fettspaltende Wir- 
kung nach Volhard-Stade und mittels Monobutyrin bestimmt 
(0,5 ccm Darmsaft pro 5 ccm 1 °/oiger L6sung im Brutschrank 
fiir 4 Tage). 

In der folgenden Tabelle sind die gewonnenen Resultate 
wiedergegeben. 

Selbstverstindlich sind noch mannigfache Nachpriifungen 
der hier dargelegten Versuche erforderlich, die wir auch in 
nichster Zeit auszufiihren beabsichtigen. Auf Grund der bis- 
herigen Versuche kann nur etwa folgendes geschlossen werden: 

Der Darmsaft zeigt bei den gegebenen Versuchs- 
bedingungen keine spezifische Anpassung an die erre- 
gende Substanz an, insofern es sich um seinen Fer- 
mentgehalt handelt. Der Unterschied bei der Einftih- 
rung in den Darm von verschiedenen Substanzen 
liegt nur in der Menge des sich absondernden Saftes. 
Unter den gepriiften Fettsubstanzen (Triolein, Olein- 
sdure und oleinsaures Natrium) erwies sich die Olein- 
siure als stirkstes Mittel zur Anregung des Darm- 
saftes: unter den Eiweibsubstanzen (Gliadinalbumose, 
Peptone Roche, Caseinverdauungsprodukte aus dem Darm, bei 
protrahierter Darmverdauung tief abgebautes Casein, Casein 
Hammarsten) — tief abgebautes Casein: unter den 
Kohlenhydratsubstanzen (Traubenzucker, Milchzucker, Man- 
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Gewonnener Darmsaft 























Num- Verdauungskraft bei Einwirkung aut 
mer | In den Darm eingefihrte a Ee re es Fett 
des Menge la Pp ld ; 
Substanz _ der Prozent-| dem Ver- | x. 
Ver- asec Casein menge der fahren von een | Eier- 
reduzieren- | Wohl- | buty- | 
suches den Sub- | -_ | g 
in ccm! stanzen gemuth 
| | | ‘aeons 
a) Fettsubstanzen (100 ccm einer 2°/oigen Lésung resp. Emulsion). 
| Oleinsaures Natrium 4,7 | 
I] Oleinséure 8,0 | 17 11 13 1 0,7 
I] Triolein 5,5 | 
b) Eiweifisubstanzen (95 ccm einer 2°/oigen Lésung). 
IV Gliadinalbumose 5,0 
V Pepton Roche 1,7 
Verdautes Casein (aus 
VI | 1,8 
dem Darm) 29 - 13 0 0 
VII Durch Fermente tief ab- 6.8 
gebautes Casein ‘ 
. Casein Hammarsten in : 
Vill 0,5°/oiger Sodalésung 0,6 
c) Kohlenhydratsubstanzen (100 ccm einer 5°/oigen Lésung). 
IX Traubenzucker 0,3 
X Milchzucker 4,3 
XI Mannose 1,2 
. ” ‘ 2 (0.2 
XII Erythrodextrin 4,3 ae J 20 2 
XH Amylodextrin 0,1 
XIV Starkeemulsion 0,2 
d) Verdauungssafte (100 ccm). 
XV Magensaft (1: 5) 5,2 
XVI Pankreassaft (1: 5) 2,5 
XVII Magen- -++- Pankreassaft 2.5 
ales 24 9 13 2 | 2 
ry Saftegemisch aus einer 
XVII Duodenalfistel 4,0 
a ') 1o 4 . _ re 
XIX 0,85 = Kochsalz £8 
osung 
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nose, Erythrodextrin, Amylodextrin, Starke) — das Erythro- 
dextrin und der Milchzucker und unter den Ver- 
dauungssaften (Magensaft, zymogener Pankreasaft, Duodenal- 
siftegemisch, 0,85°/oige Kochsalzlésung) — der Magensaft. 

Bemerkenswert ist ferner, da das durch protrahierte 
Darmverdauung tief abgebaute Casein, welches zum 
weiteren Abbau des Darmsaftes augenscheinlich nicht 
bedarf, die Darmsaftsekretion in stirkerem Mabe an- 
geregt hat, als die nur héchstens 5—6°/o freie Amino- 
siuren enthaltenden normalenCaseindarmverdauungs- 
produkte. 











Zum Chemismus der Verdauung und Resorption im tierischen 
Korper. 
XL. Mitteilung. 


Zum Studium der Magenverdauung bei zusammengesetzter 
EiweiBbnahrung. 


Von 
E. S. London und C. Schwarz (Wien). 


‘(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1910.) 


Aus den Untersuchungen des einen von uns mit W. Po- 
lowzowa!) und A. Sulima®) ist es bekannt, daB rohes Fleisch 
und rohes EiereiweifB, wenn diese Substanzen jede fiir sich dem 
Hunde per os in den Magen gebracht werden, in sehr ver- 
schiedenen Zeiten und in einem ebenso verschiedenen Zustand 
den Magen verlassen. Wihrend namlich von dem rohen Eler- 
eiweih nach ca. 1!.4 Stunden fast unabhingig von der einge- 
fiihrten Menge — wenigstens in gewissen Grenzen — ca. 87°/o 
in unverindertem Zustand verlassen hat, geht die Herausbefor- 
derung des per os gegebenen Fleisches aus dem Magen nach 
MafSgabe seiner Uberfiihrung in einen mehr oder minder gleichen 
Zustand in bedeutend liéngerer Zeit vor sich, in erster Linie 
abhiingig von der zugefiihrten Menge (nach der Quadratwurzel- 
formel). 

Es wurde nun der Versuch gemacht, das Verhalten von 
rohem Fleisch und rohem Eiereiweifi im Magen zu studieren, 
wenn beide Substanzen innig vermengt per os eingefiihrt wiirden. 
Zu diesem Behufe wurde dem Magenfistelhund Woltschok 
eine bestimmte Menge feingemahlenen rohen Pferdefleisches 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 113. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 209. 
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oder rohes Eiereiweifi oder ein inniges Gemenge beider Stoffe 
per os verfiittert, das so zugerichtet war, dai ein Teil des 
Fleisches durch ein Quantum EliereiweifS von demselben abso- 
luten N-Gehalt ersetzt wurde. 

Zwei Stunden nach der Fiitterung wurde die Magenfistel 
cedffnet, der Mageninhalt quantitativ entleert und der Magen 
durch eine grdfere Menge warmen Wassers griindlich aus- 
gespult. Mageninhalt wie Spiilwasser wurden am Wasserbad 
zur Trockene gebracht, dann weiterhin bei 100° C getrocknet, 
fein zerrieben und aus mehreren Proben sein N-Gehalt bestimmt. 

Die beifolgende Tabelle gibt die genannten Versuche in 
iibersichtlicher Weise wieder. 








Magen- | Aus dem Magen 








Num- Zugefiihrte Nahrung ‘nhalt beférdert 
tei — | ; Ge- nach 2 Stunden 
des Fleisch Kierklar aint N 
Ver- N in einzelnen Mittel- 
uicclies Menge N Menge N > m Versuchen  werte 
1910 | in g in g) in g ing in gfin g in®/Jin gin %) % 
1] 4.1Vy7 100) 32; — ‘tie 3,2] 0,97 31 | 2,32 69 line 
| 5.>]| 100} 32) — | —| 32] 1,17) 37] 203) 63 |f 
Ht }28. 01; — — | 175 (3,2! 3,2] 0,15) 513,05! Yo 
Vv la9.>] — | —| 175/32! 32] 016 6 | 3,04! 94 |$95 
Tiare =— | - 175 3,2) 3,2] 0,10) 373,10) 97 
vi } 25.01] 400 128° — | —!| 12,8] 6,63 521617 48 
Vil }26. » | 400 /128' — | —/ 128] 7,78 6115.02) 39 |! 46 
VIll }27. >» | 400 128 — | — 12,8]615 48] 6,65 52 f 


IX |30. » | 400/128 175 32) 16,0] 893 56] 7,07. 44 
X | 1.IV] 400 12.8 175 3,2 16,0] 9,49 60]6,51) 40 ' 43 
XI] 9. >] 400 128 175 3,2 160] 8,71 541 7,29) 46 | 

















XI] 6. >| 500 160 — | —| 160]|11,20 70] 4,80 30 
| | 

XI 7.» 500 16,0 -— — |! 16,0]10,80 67 | 5,20) 33 » 29 

XIV |10. » | 500 160) -- | —! 16,0]12,.0 | 75] 4,0 | 25 | 


Uberblickt man diese Versuche, so sieht man, dafi in dem 
Falle, in dem 400 g rohes Fleisch und 175 g rohes Eiereiweib 
‘Versuche IX—XI), also von 16 g des Gesamtstickstoffs 3,2 g 
durch 175 g rohes Eiereiweif ersetzt wurde, 13°/o Stickstoff 
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mehr den Magen verliabt, als wenn der gesamte zugefiihrte Stick- 
stoff in Form von Fleisch gegeben wurde (Versuche XII—XIV). 
Wollte man mit Riicksicht auf das ganz verschiedene Ver- 
halten von rohem Fleisch und rohem Eiereiweih bei Einze!l- 
darreichung annehmen, dai die chemischen und motorischen 
Einwirkungen des Magens auf beide Substanzen so vor sich 
gingen, als wiirden beide Substanzen unabhingig voneinander 
sich im Magen befinden, so miiften bei einem Gesamt-N-Gehal| 
der eingefiihrten Nahrungsmittel von 16 g 56°%/o des Gesamt-N 
nach 2 Stunden den Magen verlassen haben, wiihrend tat- 
siichlich nur 43°/o herausbeférdert wurden und zwar fast so 
viel wie im Falle, wo das Fleisch allein dargereicht wurde 
(46 °/o). 

In dem Rahmen der vorliegenden Versuchsreihe scheint! 
uns also der SchluB berechtigt zu sein, daB bei zusammen- 
gesetzter EiweiBnahrung der Verlauf der Magenver- 
dauung durch diejenige Eiweifart geregelt wird, 
welche aus dem Magen bei einzelner Zufuhr langsamer 
herausbefordert wird. 

Weitere Versuche in derselben Richtung werden im hie- 
sigen Institut nichstens vorgenommen werden. 

















Studien iber die Ursachen der Farbung animalischer Fasern. 
Ill. Mitteilung. 
Das Farbstoffallungsvermogen der vom Guanidin sich 
ableitenden Substanzen. 


Von 
W. Suida. 





(Der Redaktion zugegangen am 12, August 1910.) 


Im Jahre 1906 verdffentlichte ich in dieser Zeitschrift!) 
die Resultate einiger Studien tiber die Ursachen der Fiarbung 
animaler Fasern. Damals teilte ich das Verhalten einer Reihe 
von Spaltungsprodukten der Eiweifikérper und diesen nahe- 
stehenden Substanzen gegen Farbstoffe saurer oder basischer 
Natur mit und machte ich besonders auf das hervorragende 
Fallungsvermogen des Guanidins und einiger die Guanidyl- 
gruppe enthaltender Verbindungen fiir saure Farbstoffe auf- 
merksam. 

Gelegentlich der Versammlung deutscher Naturforscher und 
Arzte in Salzburg im Jahre 1909 konnte ich mitteilen,?) daB eine 
Vorbehandlung der animalischen Faser mit Phosphorwolfram- 
siure das Anfirben dieser Faser mit sauren Farbstoffen ver- 
hindert, dafi das Anfiarben jedoch sofort wieder in normaler 
Weise geschehen kann, wenn man die mit Phosphorwolfram- 
siure praparierte Faser mit einer verdiinnten Lésung von 
Ammoniumearbonat behandelt und dann sorgfialtig auswiischt. 

Seither gelang es mir neuerlich, Beobachtungsmaterial zu 
sammeln, welches nicht nur die in der erstgenannten Ver- 
offentlichung gemachten theoretischen Betrachtungen stiitzt, 
sondern das auch die Beziehungen der Farbstoffe zur Guanidin- 
gruppe beleuchtet. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 174. 
*) Zeitschr. f. angew. Chem., Bd. XXII, S. 2131. 


wt 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 2: 
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Dali das Guanidin sowie die diesem nahestehenden Sub- 
stanzen (Dicyandiamid, Melamin) mit Farbsauren krystallisierte, 
nach bestimmten Verhiiltnissen zusammengesetzte Verbindungen 
liefert, hat schon L. Radlberger') bewiesen. Ebenso ist das 
Pikrat des Guanidins und sind Pikrate vieler die Gruppe 


= N—C—N = bezw. = N — (: = N — enthaltende Verbin- 
dungen schon lange bekannt und analysiert. 

Wenn man auch aus diesen Daten schlieBen muBbte, dal 
hier salzartige Vereinigungen basischer und saurer Substanzen 
vorlagen, so konnte man doch auch der Ansicht sein, dal hier 
auch solehe rein additionelle Vorgiénge, bedingt durch das 
Vorhandensein mehrerer basischer Gruppen im Guanidin, vor 
sich gehen, wie dies bei den Glycinverbindungen der Guani- 
dinsalze der Fall ist.?) 

Zur Entscheidung dieser Frage habe ich mir zuerst 
reines salzsaures Guanidin hergestellt. Die wasserige LOésung 
desselben gibt ebenso wie das Guanidincarbonat mit den 
wiisserigen LOsungen der Pikrinséiure oder der reinen chlor- 
freien Farbsiiuren schwerlosliche krystallinische Niederschliige. 
Der quantitative Verlauf dieser Reaktionen zeigt, daB das von 
den erhaltenen Niederschligen abgesaugte noch etwas gefirbte 
Filtrat das gesamte (bei Pikrinséure), oder doch nahezu das 
gesamte Chlor als Salzsiéure enthalt: 

1. 0,599 g Pikrinséure wurden in Wasser gelést und 
hierzu eine Lésung von 0,25 g salzsaurem Guanidin gefiigt. 
Der entstandene, gewaschene Niederschlag wog 0,658 g = 
87,38 °/o der theoretischen Ausbeute. Im _ Filtrate wurden 
0,0914 g Chlor gefunden gegen 0,0915 g Chlor im Guanidin- 
chlorhydrat. 

2. 1,20 g reine, chlorfreie Krystallponceauséure wurden 
mit 0,5 g salzsaurem Guanidin in wiasseriger Lésung vereinigt. 
Das Gewicht des etwas gewaschenen Niederschlages betrug 
1,158 g = 76,7°%/o der theoretischen Ausbeute (der Korper ist 


1) Monatshefte f. Chemie, 1908, 932. 
2) Nencki, Sieber, Journ. f. pr. Chem. [2], Bd. XVII, S. 480. — Bau- 
mann, Ber., Bd. VII, S. 1151. 
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nicht ganz unloslich, aber die freie Farbséure ist in Wasser 
iiuBerst leicht ldéslich). Im Filtrat wurden 0,1724 g Chlor ge- 
funden, d. h. 94,2°/o des im verwendeten salzsauren Guanidin 
enthaltenen Chlors. 

Schon die schwache Pikrinsiure ist also trotz der Bil- 
dung eines keineswegs ganz unléslichen Salzes imstande, die 
Salzsiiure aus ihrer Verbindung mit Guanidin zu verdringen. 

Es schien mir nun das salzsaure Guanidin als ein sehr 
gutes Reagens auf saure oder basische Farbstoffe zu sein, 
besonders dann, wenn noch eine freie Saéure, wie Essigsiiure, 
zugegen war. Ich stellte mir deshalb eine Reagenzfliissigkeit 
her aus dg salzsaurem Guanidin und 3 g Eisessig in 100 ccm 
Wasser und untersuchte mit dieser eine grofe Reihe von 
sauren und basischen Farbstoffen, welche in wisseriger 
Lésung mit Siuren allein keine Fallungen zu geben 
imstande sind. Je einen Kubikzentimeter dieser Reagenzlésung 
fiigte ich zu 2—3 cem der kalten Farbstofflisung und_ be- 
obachtete nach etwa einer Viertelstunde, ob eine Ausscheidung 
stattgefunden hatte. Hierbei ergab sich: 

I. DaB alle rein basischen, nicht sulfurierten Farbstoffe 
keine Fillung ergaben. Die untersuchten Farbstoffe waren: 
Chrysoidin, Neuphosphin G, Brillantgriin, Fuchsin, Krystall- 
violett, Methylgriin, Neuviktoriablau B, Pyronin G, Rhoda- 
min 3B, Phosphin N, Baumwollblau R, Echtbaumwollblau B, 
Neumethylenblau GG, Methylenblau BG, Methylengriin extra 
gelblich G cone., Toluidinblau O, Neumethylenblau N, Neutral- 
violett, Neutralrot, Neutralblau, Echtneutralviolett B, Safranin T, 
lrisviolett, Indazin M und Thioflavin T (25 Farbstoffe). 

Il. Daf man bei den Farbstoffen, welche Aminosulfo- 
siiuren sind, wohl eine Abnahme der Fallbarkeit mit Zunahme 
der Aminogruppen und der Sulfoxylgruppen haufig wahrnehmen 
kann, daf indes dieser Schluf nicht immer gerechtfertigt ist 
und dafi hier wohl auch noch andere Momente mit im Spiele 
zU sein scheinen. Die untersuchten Farbstoffe waren: 


Orseilbersatz N extra Chinolingelb 
Toluylenrot Guineagriin B 
Siureviolett 6 BN Patentblau VN superfin 


25° 
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Echtséureviolett 10 B Lichtgriin SF blaulich 
Siureviolett 4 B extra Lichtgriin SF gelblich 
Siureviolett 7 B Echtgriin 

‘otviolett 5 RS Marineblau BW 


Fuchsin § 
Pyraminorange 3 G. 

Von den vorstehenden 16 Farbstoffen gaben die links 
befindlichen reichliche Niederschlage, die rechts angefiihrten 
jedoch keine Fallungen mit dem Guanidinreagens. 

I]. DaB nahezu alle untersuchten Oxyazofarbstoffe (mit 
Ausnahme von EKosamin B und Azofuchsin G) sowie Pikrinsaure 
und Alizarinrot mehr oder weniger quantitativ gefallt werden. 
Fiir den quantitativen Verlauf der Reaktion scheint hier neben 
der Zahl auch die Stellung der Hydroxyl- und Sulfoxylgruppen 
von EinfluB zu sein. Untersucht wurden folgende 20 Farbstoffe: 
Pikrinsiiure, Echtrot, Ponceau 2 G, Orange GG, Ponceau 2 R, 
Ponceau 3 R, Krystallponceau, Echtrot B, Coccin 2 B, Echtrot 
NS, Croceinscharlach O extra, Brillantcrocein 9 B, Chrysoin, 
Alizarinrot S, Chromotrop 2 R, Chromotrop 2 B, Azocochenille, 
Eosamin B, Azofuchin G, Dianilblau. 

IV. Daf die Oxyfarbstoffe, welche gleichzeitig noch freie 
oder alkylierte Aminogruppen enthalten, mit Zunahme der 
Aminogruppen immer schlechter gefillt werden; es erscheint 
jedoch nicht ausgeschlossen, dafi hier auch die Zunahme der 
Sulfoxylgruppen die Fiillbarkeit dieser Farbstoffe beeinflubt. 
Die 11 untersuchten Farbstoffe waren: Phenoflavin, Palatin- 
schwarz, Lanacylviolett, Cyanol extra, Viktoriaviolett 4 BS, 
Chromotrop 6 B, Oxaminblau B, Lanacylblau B, Diaminschwarz 
BH, Chicagoblau 6 B, Diaminreinblau. 

V. Dab, wiihrend die Carbonsiéure-Disulfosiure (Tartra- 
zin) keine Fiallung ergibt, die Farbstoffe, welche Hydroxyl- 
gruppen und Carboxylgruppen oder diese und Sulfoxylgruppen 
aufweisen, gleichgiiltig ob sie noch Aminogruppen enthalten 
oder nicht, Fiallungen geben. Sind in den Farbstoffen aber 
keine Hydroxylgruppen, dagegen Amino- oder alkylierte Amino- 
gruppen neben Carboxylgruppen vorhanden, so tritt keine 
Fiillung ein. Die untersuchten 7 Farbstoffe waren: Tartrazin, 
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Benzoorange R, Oxaminmarron, Oxaminrot, Carbazolgelb, Rho- 
damin S, Rhodamin G, Chromgriin. 

Wenn das Guanidinchlorhydrat somit auch kein untriig- 
liches Erkennungsmittel fiir alle Farbstoffe genannt werden 
kann, so diirfte es doch in vielen Fallen ein brauchbares 
Hilfsmittel bei der Identifizierung von Farbstoffen sein. 

Jedenfalls laft sich aber aus diesen Versuchen entnehmen, 
welche wichtige Rolle bei der Fixation von sauren Farbstoffen 
durch basische Substanzen einerseits den Phenolhydroxyl- 
gruppen und anderseits den aromatischen Aminogruppen zu- 
kommt. Die Carboxyl- und die Sulfoxylgruppen, insbesondere 
die letzteren spielen viel bescheidenere, untergeordnetere 
Rollen. Faft man diese Tatsache ins Auge, so gelangt man 
abermals zur Erkenntnis der besonderen Wichtigkeit der Ver- 
bindungen der Phenole mit den Aminen. Soweit hier Farb- 
stoffe mitspielen, sind diese Verhaltnisse schon in einer Arbeit 
von F. Glassner und W. Suida’) beriihrt worden. In neuester 
Zeit hat J. Dollinger?) eine Reihe von nahezu_ unlislichen 
Phenol-Amin-Verbindungen untersucht und beschrieben und 
auch ihr Verhalten gegen Farbstofflésungen gepriift. Diese 
Arbeit wird von dem Genannten nun auf die Farbstoffverbin- 
dungen ausgedehnt. Einzelne solche Verbindungen sind schon 
seinerzeit von ROtheli*) hergestellt und beschrieben worden. 

In Erkenntnis der Wichtigkeit der Guanidylgruppe fiir 
die Fixation der sauren Farbstoffe durch die animalischen 
Fasern war ferner zu untersuchen, ob die Verhinderung der 
Farbsiéureverbindung auf der Faser durch Vorbehandlung mit 
Phosphorwolframsiéure sich auch beim Guanidin behufs Ver- 
hinderung der Bildung der Farbsaéureverbindung verwenden lasse. 

Das Verhalten von Guanidinsalzen gegen Phosphorwolfram- 
siure scheint nicht bekannt zu sein; ich habe trotz eifrigem 
Suchens in der Literatur dariiber nichts finden kénnen. Fiigt 
man zu irgend einem in Wasser loslichen Guanidinsalz Phos- 





') Ann. Chem., Bd. CCCLXI, S, 3535. 

*) Sitzungsber. d. kaiserl. Akademie d. Wissensch., Bd. CXIX, Abt. ILb. 
April 1910. 

*) Inauguraldissertation, Ziirich 1898. 
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phorwolframsiiure, so fallt sofort ein dicker, sich rasch ab- 
setzender weiber Niederschlag aus, der auch beim Kochen der 
Fliissigkeit unter Zusatz von mehr Wasser nicht in Losung 
geht. Dieses Phosphorwolframat lést sich jedoch sofort auf 
Zusatz von Ammoniak oder Ammoncarbonat auf. Kocht man 
den Niederschlag mit Farbsiéuren, welche sonst ldsliche Gua- 
nidinsalze prompt fallen, so tritt keine Verdinderung ein: Beim 
Abkiihlen setzt sich der weife Niederschlag am Boden des 
Gefifes ab und tiber demselben steht die unverdanderte Farb- 
siiureldsung. Fiigt man aber ein wenig Ammoniak oder Am- 
moncarbonatlésung hinzu, so tritt momentan Veranderung ein, 
der Niederschlag wird gefiirbt und gewinnt ein krystallinisches 
AuBere. Es liBt sich also der seinerzeit beschriebene,!) mit 
der Faser ausgefiihrte Versuch mit ganz gleichem Erfolge im 
Reagenzglas mit Guanidin ausfiihren. Da die Phosphorwolfram- 
siiure ein vorziigliches Fallungsmittel fiir die basischen Spal- 
tungsprodukte der Eiweibk6rper darstellt, diese Spaltungspro- 
dukte aber zum Teil auch die auch im Guanidin enthaltene 
Gruppe N—C—N enthalten, so ist wohl kaum mehr zu zweifeln, 
daB diese Spaltungsprodukte resp. die in ihnen enthaltene 
N—C—N-Gruppe es sind, welche die Farbsiiuren auch in 
den EiweiBkérpern binden. Da ferner die Arbeiten L. Radl- 
bergers?) ergeben haben, daf die Verbindungen des Guani- 
dins mit Farbsaiuren nach stdchiometrischen Verhiltnissen 
zustande kommen, so ist auch zu schlieben, dafi auch mit der 
Faser beim Farben mit Farbsiuren chemische Verbindungen, d. h. 
Verbindungen nach st6chiometrischen Verhiiltnissen entstehen. 

Es war nun von grofem Interesse, modglichst viele Sub- 
stanzen, welche zu den Eiweibkorpern oder ihren Spaltungs- 
produkten in Beziehungen stehen und die physiologisch-chemisch 
wichtig sind, in den Kreis der Untersuchung zu ziehen und 
insbesondere deren Verhalten gegen Farbstoffe zu priifen. Bei 
der Durehfiihrung dieser Versuche zeigte sich folgendes: 

a) Alle untersuchten offenen oder zyklischen Substanzen, 
welche die Gruppe = N — CO—N = oder —N = C(OH)—N = 


') Zeitschr. f. angew. Chemie, Bd. XXII, S. 2131. 


*) loc. 
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enthalten, d.h. an dem zwischen den zwei Stickstoffatomen 
stehenden Kohlenstoffatom Sauerstoff oder eine Hydroxylgruppe 
enthalten, sind nicht imstande, mit Farbsaéuren') schwer- oder 
unlésliche Verbindungen einzugehen. Diese Substanzen zeigen 
auch, wie bekannt, meist sauren Charakter, wefhalb manche 
unter ihnen mit basischen Farbstoffen schwer lésliche Verbin- 
dungen bilden (z. B. Barbitursdure, Harnséure, Cyanursiiure, 
Ammelid, Ammelin). Gepriift wurden hier folgende Substanzen: 

Harnstoff, Biuret, Cyanursaure, Ammelid, Ammelin, Para- 
banséure, Barbitursiiure, Alloxan, Harnséure, Theobromin, Caf- 
fein, Phenylharnstoff, a-Phenylhydantoin, Glycinanhydrid, Phe- 
nylglycinanhydrid. Die Priifung wurde in derselben Weise 
vorgenommen, wie dies seinerzeit?) beschrieben worden war. 

b) Alle Guanidinderivate mit offener Kette, welche nicht 
durch saure Gruppen substituiert sind, wie Guanidin, Amido- 
guanidin, Cyanguanidin (Dicyandiamid), Guanylharnstoff (Dicyan- 
diamidin), Biguanid, Arginin geben in wiasseriger LOsung mit 
Farbséuren schwerlosliche, teils krystallinische, meist fast un- 
lOsliche Verbindungen. Nitroguanidin, Guanylessigsiiure (Gly- 
kocyamin) und Kreatin geben unter gieichen Umstinden keine 
schwerléslichen Farbsiureverbindungen. 

c) Alle untersuchten zyklischen Verbindungen, welche die 
Guanylgruppe enthalten, oder zwischen zwei Stickstoffatomen 
ein Kohlenstoffatom besitzen, an welches kein Sauerstoffatom 
cebunden erscheint, geben in wisseriger Lésung mit Farb- 
siuren schwer- oder unlodsliche, teils krystallinische Verbin- 
dungen. Die untersuchten Substanzen waren folgende: Kreati- 
nin*), Glykocyamidin, Melamin, Acetoguanamin, Malonylguanidin, 
Histidin, Guanin und Pilocarpin. Ks ist hier gleichgiiltig, ob man 
die freien Basen oder deren l6sliche Salze zu den Versuchen 
verwendet. 

Betrachtet man das Guanidin als ein Aminoformamidin, 
so kann man alle unter b) uud c) genannten Substanzen als 


1) Als Farbsiiuren wurden meist Pikrinsaure, Orange-II-Séure, 
Krystallponceau-Saure, Orange-GG-Saure, Congo-Siure usw. verwendet. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. L. S. 174. 

*) Vgl. H. Huppert, Analyse des Harns, S. 255. 
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Amidine auffassen. Ob die Eigenschaft, Farbsdéuren in schwer- 
oder unlésliche Verbindungen abzufiihren, eine allgemeine 
EKigenschaft der Amidine ist, sollen weitere Untersuchungen 
erweisen. Unméglich erscheint dies nicht, denn schon E. Bam- 
berger’) und auch W. Dieckmann?) haben die schwere Lés- 
lichkeit von Diguanid-, Formamidin-, Acetamidin- und Benzeny!- 
amidinpikrat hervorgehoben, obzwar die Bildung solcher Pikrate 
nicht immer mit der Entstehung anderer schwer- oder unlos- 
licher Farbsaureverbindungen Hand in Hand geht. 

Recht weitgehend parallel mit der Bildung von schwer- 
oder unléslichen Farbséureverbindungen ist aber die Fallbarkeit 
bezw. Nichtfallbarkeit der untersuchten Substanzen durch Phos- 
phorwolframsiiure. Durch die Lésung dieser Séure werden 
gefillt die verdiinnten wisserigen L6sungen von: 

Guanidin, Amidoguanidin, Kreatinin, Arginin, Histidin. 
Methylbenzimidazol, Diguanid, Guanin, Acetoguanamin, Melamin., 
Guanylharnstoff, Glykocyamidin, Pilocarpin. 

Ferner werden auch durch Phosphorwolframsaure gefillt 
die verdiinnten wiasserigen L6sungen von Kreatin, Glykocyamin, 
Ammelin, Theobromin, Caffein und Piperazin (welche keine 
schwerléslichen Farbsiiureverbindungen liefern); nicht gefillt 
wird Dicyandiamid (welches mit Farbsiéuren relativ schwer- 
ldsliche Verbindungen gibt). 

Durch Phosphorwolframséure werden nicht gefillt die 
auch nicht durch Farbséiuren fallbaren L6sungen von Harn- 
stoff, Biuret, Nitroguanidin, Cyanurséure, Ammelid, Paraban- 
siiure, Barbitursiiure, Harnsiéure, Phenylharnstoff, a-Phenyl- 
hydantoin, Glycylglycin, Glycinanhydrid. 

Hervorzuheben ist in dieser Hinsicht das Verhalten von 
Melamin, Ammelin, Ammelid und Cyanursaure; die ersten zwe! 
Substanzen werden durch Phosphorwolframsiure gefallt, die 
letzteren zwei nicht. Ebenso interessant ist das Verhalten der 
untersuchten Purinkorper: 

Harnsiiure (2-6-8-Trioxypurin) gibt keine Fallung: 
Theobremin (ein 2-6-Dioxypurin) » — eine , 


4) Ber. Bd. XXV, S. 545. 
*) Ber. Bd. XXY, S. 546. 
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Caffein (ebenfalls ein 2-6-Dioxypurin) gibt eine Fiéillung 
Guanin (ein 6-Oxypurin) , > » 

Ist somit die Imidazolgruppe sauerstofffrei, so entsteht 
eine Fiallung mit Phosphorwolframsiure. In gleicher Art ist 
wohl auch das negative Verhalten des Malonylguanidins durch 
die Bindung der beiden CO-Gruppen an den beiden Stickstoff- 
atomen zu erkliren. 

Eine vollstandige Ausnahme bildet indes das Dicyan- 
diamid und der Guanylharnstoff (Dicyandiamidin); die Losung 
des ersteren K6rpers wird durch Phosphorwolframsiiure nicht, 
die Lésung des letzteren K6rpers dagegen vollstiindig gefiillt, 
obzwar beide Substanzen mit Farbséuren schwerlésliche Ver- 
bindungen geben. Wird die wasserige Lisung von Dicyan- 
diamid mit Phosphorwolframsiiure versetzt, dann wenig Salz- 
siure zugefiigt und das Gemenge nun erwirmt, so entsteht 
allmahlich ein immer stiirker werdender Niederschlag, offenbar 
in dem Mabe, als Dicyandiamidin entsteht. Es ist demnach die 
Phosphorwolframsiure ein vorziigliches Erkennungsmittel dafiir, 
ob Dicyandiamid oder Guanylharnstoff (Dicyandiamidin) vorliegt. 

Beziiglich der Durchfiihrung der angefiihrten Versuche ist 
zu bemerken, dai es ganz einerlei ist, ob man hierzu die 
freien Basen oder deren neutrale Salze verwendet. 

Von den zahlreichen in die Untersuchung gezogenen 
Korpern waren einige in gentiigend reinem Zustande im Handel 
zu bekommen; viele dieser Substanzen muften aber erst eigens 
fiir die Zwecke dieser Arbeit nach verschiedenen Methoden 
darzustellen versucht bezw. gewonnen werden. Herr Hofrat 
Professor Dr. EK. Ludwig iiberliefi mir Kreatin und Kreatinin- 
Chlorzink, woftir ich auch hier meinen besten Dank ausspreche. 

Zur Gewinnung ganz reinen Biguanids erweist sich die 
Methode von Herth!) aus Dicyandiamid und ammoniakalischer 
Kupferlésung als die sicherste; Malonylguanidin wurde nach 
Michael?) und Acetoguanamin nach v. Nenckis*) Vorschrift 
gewonnen. 

‘) Monatsh. f. Chemie, I, 5. 88. 

*) Journ. f. pr. Chemie, II, Bd. 49, S. 35 

8) Ber. Bd. VII, S. 1584. 
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Das zuerst von H. Leuchs und W. Manasse!') herge- 
stellte N-Glycyl-N-phenylglycinanhydrid gewann ich neben 
etwas unléslichem Diphenyldiazipiperazin?) durch Erhitzen eines 
Gemenges von Phenylglycin und Glykokoll (im Verhaltnisse 
gleicher Molekiile) auf 140 bis 150° im Olbade bis zum Auf- 
héren des Schiiumens. Die umkrystallisierte Substanz sinterte 
im Rodhrehen bei 226° und schmolz bei 243° (Leuchs und 
Manasse fanden 245°) unter Braunfirbung. Die Analyse ergab: 


Berechnet fiir C,,H,)N,0,: gefunden: 
C 63,16 Jo 62,80 jo 
H 5.26 ,, — *) 
N 14,74 ,, 14.64 ,, 


Herr L. Radlberger hat die niihere Untersuchung einiger 
hier genannter Verbindungen von Farbséuren mit Basen be- 
gonnen und berichtet anschlieBend tiber seine bisher gewon- 
nenen Resultate. 

1) Ber. Bd. XL, 8. 3241. 

*) Schmelzpunkt 263°. 

Die Wasserstoffbestimmung ging verloren. 








Studien iiber Verbindungen von Farbsauren mit verschiedenen 
organischen Basen. 
Von 


L. Radlberger. 


(Ans dem Laboratorium fiir chemische Technologie organischer Stoffe an der 
k. k. technischen Hochschule in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. August 1910.) 


In Verfolgung meiner Arbeiten tiber die Verbindungen 
von Farbsiiuren mit organischen Basen!) habe ich nunmehr 
die Verbindungen des Malonylguanidins, des a-Methylbenz- 
imidazols, des Biguanids und des Acetoguanamins mit Farb- 
siuren herzustellen versucht. Die genannten Basen enthalten 
ebenfalls alle die charakteristische Gruppe N—C—N, welche 
nach den Studien von W.Suida?) an der Bildung schwer- 
oder unloslicher Verbindungen mit Farbséuren hervorragenden 
Anteil nimmt. 

Als Farbsiuren wiihlte ich jene des Orange Il [C,,H, 
(OH):-N=N-C,H,:SO,H] und die des_ Krystallponceaus 
(C.,5H,,ON,(SO,H),], welche auf das sorgfiltigste gereinigt und 
analysiert worden waren. Die Salzbildung wurde derart vor- 
genommen, daf die heifien wisserigen, filtrierten LOsungen der 
Komponenten vereinigt und dann durch Abkiihlen das Salz 
zur Krystallisation gebracht wurde, wenn nicht schon in der 
Hitze die Bildung eines schwerléslichen Salzes eintrat. Die 
Verhaltnisse der Komponenten wurden stets so gewihlt, dal 
ein geringer Uberschu8 an Farbsiiure vorhanden war. Die 
erzielten Salze wurden endlich noch durch Umkrystallisieren 
aus heifem Wasser gereinigt. 

Die Versuche mit Malonylguanidin und mit a-Methyl- 


') Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXIX, S. 937 (1908). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. L, Heft 2 und 3. 
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benzimidazol erwiesen zuniichst, daB nur die Salze mit der 
Farbsiiure des Orange II (Monosulfosaéure) etwas schwerer lis- 
lich waren, da’ hingegen die Krystallponceau-Saure (Disulfo- 
siure) nur leicht lésliche Salze mit den zwei genannten Basen 
ergab, weshalb auf die niihere Untersuchung dieser Salze mit 
Riicksicht auf schwierige, einwandfreie Reinigung derselben 
verzichtet wurde. 

Hingegen erwiesen sich das Biguanid und das Aceto- 
guanamin als zur Bildung schwer ldslicher Farbsaureverbin- 
dungen besonders geeignet. 


Versuche mit Biguanid. 


Das zu diesen Versuchen verwendete Biguanidsulfat wurde 
nach der von Herth!) angegebenen Methode hergestellt. Als 
die tiber die Kupferverbindung gewonnene wiisserige LOsung 
des Biguanidsulfates eingedampft wurde, schieden sich die 
auch von Herth beobachteten grofen tafelformigen Krystalle 
des genannten Salzes aus. Die von diesen Krystallen abge- 
zogene Mutterlauge ergab beim weiteren Einengen keine Tafeln, 
sondern feine nadelfOrmige Krystalle. Diese auffallende Ver- 
schiedenheit der Krystalle veranlafte mich, beide Substanzen 
zu analysieren. Hierbei ergaben beiderlei Krystalle zunachst 
einen gleichen Wassergehalt von 9,2°/o. 

0,1498 g der tafelf6rmigen Krystalle verloren beim Trock- 
nen bei 105° 0,0138 g; 0,125 g der nadelférmigen Krystalle 
verloren unter gleichen Bedingungen 0,0115 g. 

Das Biguanidsulfat enthalt ein Molekiil Krystallwasser, 
was einem Gehalt von 8,3°/o entspricht. 

Die wasserhaltigen Tafeln wurden direkt verbrannt: 

0,329 g Substanz gaben 0,135 g CO, und 0,123 g H,O. 


In 100 Teilen Gefunden: 
Berechnet fiir direkt nach Beriicksichtigung 
(C,N,H,)H,SO, des Wassergehaltes 
¢ 12,06 11,19 12,15 
H 4,51 4,15 3,9 


Die nadelférmigen Krystalle wurden zuniachst bei 105° 


‘) Monatshefte fiir Chemie, Bd. I (1880). 
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getrocknet und dann in denselben eine Stickstoffbestimmung 
durchgefihrt: 
0,201 g Substanz gaben bei 21°C. und 744 mm Druck 61 ccm N. 
In 100 Teilen 
Berechnet fiir (C,N,H;)H,SO, Gefunden: 
N 35,17 34,51, 

Die gefundenen Werte lassen schlieBen, daf in beiden 
Fallen Biguanidsulfat vorliegt, welches indes in zwei ver- 
schiedenen Krystallformen auftritt. 

Unter den bis jetzt zur Bildung von Salzen mit Farb- 
siuren herangezogenen Basen ist das Biguanid jene Substanz, 
welche das energischste Fallungsvermégen fiir Farbséuren 
besitzt. Dieses Fallungsvermégen ist noch stirker als jenes 
des Guanidins, was wohl durch die Verquickung zweier Gua- 
nidinmolekiile bedingt sein diirfte. 

Die aus einer LOsung des Biguanidsulfates mit der Farb- 
sdure des Orange II erhaltene krystallinische Fiallung wurde 
liber Schwefelsiiure im Vakuum getrocknet und analysiert: 


0,175 g Substanz gaben 0,343 g CO, und 0,053 g H,O. 
0,152 g Substanz gaben bei 21°C. und 747 mm Druck 22,4 ccm N. 


Berechnet fiir C,,H,,N,S,0, Gefunden: 
C 53.91 %o 53,45 ’ 0 
H 4,09 » 3,36 » 
N= 16,65 » 16,70 « 


In Ubereinstimmung mit dem Sulfat ist also hier ein 
Molekiil Biguanid mit zwei Molekiilen der Farbséure des Orange II 
(Monosulfoséure) zusammengetreten, wobei die Schwefelsiure 
durch die Farbséure verdringt wurde: 


/ NH, 
/ NH, NH=C \ 
NH=C\_ ‘NH- 2C,H,,N,S0, 
_-NH -H,SO,-++ 2C,,H,,N,SO, = / 
NH=C NH=C — 
\NNH, NH, aa H,SO, 


Das in gleicher Art aus Biguanidsulfatlésung und Krystall- 
ponceau-Farbsdure erzielte schwerliésliche Produkt ergab nach 
dem Trocknen iiber Schwefelséure im Vakuum folgende Werte: 


0,313 g Substanz gaben 0,499 g CO, und 0,1259 g H,0. 
0,210 g Substanz gaben 0,335 g CO, und 0,070 g H,0. 
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In 100 Teilen: 








Berechnet fiir: C,,H,,N,.S,0; Gefunden: 
C 43,6 43,4 — 43,51 
H 4,25 4,47 — 3,61 






Im vorliegenden Falle ist also unter Verdrangung der 
Schwefelsiiure ein Salz, enthaltend zwei Molekiile Biguanid und 
ein Molekiil Krystallponceausdéure (Disulfosiure), entstanden. 









Versuche mit Acetoguanamin. 





Das nach der Vorschrift von Nencki') hergestellte und 
durch Umkrystallisieren gereinigte Acetoguanaminacetat wurde 
in wisseriger LOsung mit einer ebensolchen Losung der Farb- 
siure des Orange II versetzt. Der entstandene orangefarbene 
Niederschlag ist ebenso wie das entsprechende Salz des bi- 
guanids sehr schwer in der Kialte im Wasser loslich. Zur 
Analyse wurde die Verbindung im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. 

0,403 g Substanz gaben nach dem Trocknen bei 106° 0,023 g Wasser; 
0,168 g Substanz gaben 0,3010 g CO, und 0,072 g H,0. 















Berechnet fiir: C,,H,,N,O,S-+-2H,O Gefunden: 
c 49,08 48,87 
H 4,70 4,76 
H,O 7,36 5,7 






Wird die Verbindung bei 105° getrocknet, so wird sie 
auferordentlich hygroskopisch. Eine so getrocknete Probe er- 


gab folgenden Stickstoffwert: 
0,1076 ¢ gaben 19,6 ccm Stickstoff bei 22°C. und 748 mm Druck. 









Berechnet fiir: Berechnet fiir: Gefunden: 
C,,H,N;O,5 C,9H,N,;O,5+-2H,0 
N 21.63 20,04 20,20. 






Jedenfalls ergibt sich aus den Analysen, dai die Ver- 
bindung aus einem Molektil Acetoguanamin und einem Molekii! 
der Farbsiiure (Monosulfoséure) gebildet worden ist. 

Auch die Krystallponceau-Farbsiure liefert mit essig- 
saurem Acetoguanamin eine priachtig rote Fallung, die aber 
etwas leichter l6slich ist als die vorher beschriebene Substanz. 

Die Arbeit wird fortgesetzt. 










') Ber., Bd. VII, S. 1584. 












Studien iiber den Abbau des Histidins im Organismus des 
Hundes. 


Il. Mitteilung. 
Von 
Emil Abderhalden, Hans Einbeck und Julius Schmid. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1910.) 


In der friiheren Mitteilung') war bereits nachgewiesen wor- 
den, daf beim Hunde nach Zufuhr von Histidin per os weder 
eine gesteigerte Ausscheidung von Purinbasen noch von Allan- 
toin im Harn auftritt. Die ganze Frage erschien uns indessen 
von so grofer Wichtigkeit, besonders auch in Hinblick auf 
den Nachweis geringer Allantoinmengen im Harn des Menschen,?) 
daB wir nochmals auf den Versuch zuriickgekommen sind. Wir 
beschriénkten uns dieses Mal ausschlieBlich auf die Bestimmung 
des Allantoins. Das hatte den Vorteil, daB wir grofiere Mengen 
des Harns verwenden konnten. Was die Methodik der Allan- 
toinbestimmung anbetrifft, so hielten wir uns genau an die von 
Wiechowski angegebene Vorschrift.°) 

Nach unseren Erfahrungen k6nnen wir der Forderung 
Wiechowskis, nur das in reinem krystallisierten Zustande ge- 
wonnene Allantoin als Mafstab fiir die Allantoinausscheidung 





') Emil Abderhalden und Hans Einbeck, Studien iiber den 
Abbau des Histidins im Organismus des Hundes, Diese Zeitschrift, Bd. LX, 
S. 322, 1909. 

*) Wilhelm Wiechowski, Das Schicksal intermediirer Harnsiure 
beim Menschen und der Allantoingehalt des menschlichen Harns; nebst 
Bemerkungen iiber Nachweis und Zersetzlichkeit des Allantoins, Bio- 
chemische Zeitschrift, Bd. XXV, S. 431, 1910. 

3) 1. c. S. 442 u. 443. 
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zu betrachten, vollstindig beistimmen. Wir glauben sogar be- 
haupten zu diirfen, dafi Allantoinbestimmungen auf Grund der 
Feststellung des Stickstoffgehalts des Quecksilberacetatnieder- 
schlages leicht zu groben Irrtiimern fiihren und deshalb zu ver- 
werfen sind. Genau so, wie bei den friiheren Versuchen, be- 
obachteten wir auch dieses Mal, daB nach Verfiitterung des 
Histidins das Allantoin schwerer rein zu erhalten ist als sonst. 
Stets geht in die Allantoinfallung in geringen Mengen eine Ver- 
unreinigung tiber, die die Abscheidung des Allantoins hemmt. 
Wiechowski glaubt, daB das reichlich vorhandene Ammoniak 
schuld an der Differenz zwischen dem Stickstoff der Queck- 
silberacetatfiillung und dem Stickstoffgehalt des vorhandenen 
Allantoins war. Diese Vermutung ist jedoch, wie unsere neuen 
Erfahrungen ergeben haben, nicht zutreffend. 

Der Versuch wurde an einem Hungerhund ausgefiihrt. Er 
erhielt nach einer Vorperiode 10 g Histidinmonochlorhydrat 
= 2 ¢g Stickstoff per os. Am Fiitterungstage fiel die Allan- 
toinmenge des Harns — Harn vermittelst Katheters entnommen 
— erheblich ab. An den beiden nachsten Tagen waren die 
Werte etwas erhoht. Verteilt man das Allantoin gleichmabig 
auf die drei Versuchstage, dann kommt man zu einem Werte 

0.226 g —, der dem in den Vortagen gefundenen sehr 
gut entspricht. Nach der zweiten Eingabe von 10 g Histidin- 
monochlorhydrat wurde weniger Allantoin ausgeschieden als 
in den Vortagen. Ebenso blieb in der Nachperiode die Allan- 
toinausscheidung vermindert. Auch die Stickstoffausscheidung 
ist gegeniiber der vorhergehenden Periode erheblich einge- 
schrankt. 

Beide Versuche zeigen jedenfalls eindeutig, dab die Ver- 
fiitterung von grofen Mengen von Histidin keine Vermehrung 
der Allantoinausscheidung herbeiftihrt. Die von uns in der ersten 
Mitteilung gezogene Schlufifolgerung findet hierdurch eine be- 
statigung. 

Wir haben dann noch Nucleinsiure verfiittert. Wir be- 
obachteten dabei, wie zu erwarten war, eine Zunahme der 
Allantoinausscheidung. 

Der Versuchshund hatte bei Beginn des Versuches 7000 g 
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gewogen. Am Schlufi des Versuches war sein Korpergewicht 
auf 5000 g gesunken. 























Harn 

Datum Eingefiihrt Menge| N_ | Allantoin 

ccm | ing in g 
18./19. VIL. _ — | — PF Opes 
19./20. | » 4go | 2604 | 0,239 
90, /21. f (2,604 | 0,239 
24,/22. ) 
29/93, | verloren gegangen 
23,/24. 10 g Histidin, HCl = 2 g N 24) 2,351 | 0,065 
24./25 \ _.. | 3,094 | 0,307 
nen — 500 | - 
25/26 f 3,094 | 0,307 
26/27 \ 11,792 | 0,205 
Pie : — 340 | 
27/28. J | 1,792 | 0,205 
28,/29 10 g Histidin, HCl] = 2 g N 360 | 3,836 | 0,152 
29,/30. \ — | 1,652 | 0,163 
pene — 265 |. 
30/31. | J } 1,652 | 0,163 
31/1. VIL] ) 1,442 | 0,144 

| = 250 | 

1./2. J (1,442 | 0,14 
2./3 2 g nucleinsaures Natron = 0,3 g N] 175 | 1,666 | 0,255 
3/4. ‘i 125 |1,258 | 0,142 








Um festzustellen, ob etwa im Urin vorhandenes Histidin 
die Verarbeitung auf Allantoin nach Wiechowski beeinflubt, 
haben wir 0,5 g Histidin und 0,5 g Allantoin zusammen gelost 
und dann nach Fallung des Histidins durch Phosphorwolfram- 
siure das Allantoin wiedergewonnen. Isoliert wurden 0,45 g 
Allantoin. 

Der Harn gab nach Histidinfiitterung die Kno opsche Brom- 
reaktion und starke Diazoreaktion. Wir haben in allen Ver- 
suchen die Phosphorwoliramniederschlage an dem Tage der 
Histidineingabe und den nachfolgenden zwei Tagen gesammelt 
und auf Histidin verarbeitet. Der Niederschlag wurde mit Baryt 
zerlegt, das Filtrat mit Schwefelsiure genau von Baryt befreit 
und das Filtrat vom Baryumsulfat im Vakuum eingedampft. 
Der mit Wasser aufgenommene Riickstand wurde mit Silber- 
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nitrat versetzt, bis keine Fallung mehr erfolgte, der Nieder- 
schlag abfiltriert, das Filtrat mit tiberschiissigem Silbernitrat 
versehen und die Histidinsilbernitratverbindung mit Barytwasser 
gefallt. Nach Zersetzung des so erhaltenen Niederschlages 
mittels Salzsaure wurde das Histidin in sehr verdiinnter L6- 
sung mit Sublimat gefallt. 

Es wurden so nach Eingabe von 20 g Histidinmonochlor- 
hydrat 0,4 g Histidinmonochlorhydrat wiedergewonnen. Das 
umkrystallisierte Produkt wurde identifiziert durch seinen Misch- 
schmelzpunkt (Zers.-P. 260° nach Sinterung zwischen 160—170°) 
und durch das Dipikrolonat (Zers.-P. 230°). 

Wir haben ferner das isolierte Allantoin auf sein Drehungs- 
vermogen untersucht. Es erwies sich optisch inaktiv.') 

Man konnte gegen den angefiihrten Versuch den Einwand 
erheben, daf} das per os verabreichte Histidin im Magendarm- 
kanal vielleicht so veriindert worden sei, dah es im interme- 
diiiren Stoffwechsel nicht mehr in Allantoin tibergefiihrt werden 














‘Harn. | Gesamt- | Allan- 
| stickstoff | 








Datum Eingefiihrt imenge/,7,.._| toin 
in ar ee in g 

25, VIL ” | 70 | 1,56 | 0,194 
26. — | 70 1,71 =| 0,126 
27 - 50 | 1,71 | 0,126 
28, “ 80) 2 1t O,111 
9, a | 50} 241 | 0,111 
30), ag Histidinmonochlorhydrat =1gN | 485 | 3.15 0.085 

in 70 ccm physiol. Kochsalzlésung | ; -~- 

31. —_ | 45 | 2,54 | 0,152 
1. VII. -- | 125 | 2,54 | 0,152 

2. = | 75 | 211 10,118 

5. “ | 40) 211 | 0,118 

Oe eee a 

D, — 105 | 341 | 0,093 


') Vgl. hierzu: Lafayette B. Mendel and H. D. Dakin, The 
optical inactivity of allantoin. The Journal of Biol. Chemistry, 1. Bd. VII, 


3. 


153, 1910. 
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kénne. Wir haben deshalb noch einen Versuch mit intravendéser 
Zufuhr von Histidin angeschlossen. Das Versuchstier, eine 7000 g 
schwere Hiindin, hungerte vom 23. Juli ab. Der Harn wurde 
tiiglich abgegrenzt. Die intravenése Zufuhr des Histidins er- 
folgte innerhalb einer halben Stunde am aufgebundenen, mit 
Ather narkotisierten Tier. Irgend welche Vergiftungserschei- 
nungen wurden nicht beobachtet. Nach der Histidinzufuhr zeigte 
der Harn Brom- und Diazoreaktion. Wir haben auch hier fest- 
vestellt, wieviel Histidin im Harn zur Ausscheidung gelangte. 
Seine Menge war so gering, dab es nicht zur Wiigung gebracht 
werden konnte. Wie aus der vorstehenden Ubersicht hervor- 
geht, trat auch nach intravenoser Zufuhr von Histidin 
keine in Betracht kommende Vermehrung der Allan- 
toinausscheidung auf. Am Tage der Eingabe ist auch hier 
die Menge des Allantoins deutlich vermindert und an den beiden 
nachfolgenden Tagen etwas vermehrt. Als Durchschnittswert 
ergibt sich 0,130 g. Bei der zweiten Zufuhr war der Abfall 
der Allantoinausscheidung am zweiten Tag vorhanden. Die 
Methode der Allantoinbestimmung war genau dieselbe, wie die 
zum ersten Versuche verwandte. 


26* 














Beitrag zur Kenntnis der Enterolipase. 
Von 


B. C. P. Jansen. 





(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Amsterdam, 
Direktor Prof. Dr. G, van Rynberk,) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. August 1910.) 








Noch haben die Worte ihre Geltung nicht verloren, mit 
welchen W. Connstein sein Referat tiber fermentative Fett- 
spaltung!) schlieBt: «..... daf das Quantum an tatsichlich 
sichergestellten Beobachtungen in einem bemerkenswerten Ge- 
gensatz steht zu der Anzahl der angefiihrten Verd6ffentlichungen. 

Widerspriiche und Kontroversen selbst in den grund- 
legendsten Angaben sind an der Tagesordnung, und es erscheint 
fast unmoéglich, auf dem bisher Beschriebenen ohne weiteres 
zu bauen, da alle Grundlagen wanken. Und umsomehr erscheint 
es wiinschenswert, daB dies Kapitel, das zu den interessan- 
testen der allgemeinen Biologie gehdrt, von recht vielen Seiten 
kritisch und experimentell durchgearbeitet wird. » 

Vom Pankreas steht es heute ohne jeden Widerspruch 
fest, da es ein lipolytisches Ferment enthalt (s. Connstein 1. c.). 

Das Vorkommen eines lipolytischen Fermentes im Ma- 
gensaft ist hingegen mehr angezweifelt worden. Erst seit 1901 
ist durch Volhard und seine Schiiler festgestellt worden, dab 
der Magensaft lipolytisch wirkt, aber nur auf emulgierte Fette. 
Daf diese Wirkung dem Magensaft, und nicht etwa_riick- 
flieBendem Darminhalt verdankt wird, hat Heinsheimer?) be- 
wiesen mit Hilfe des Saftes eines kleinen Pawlowschen Ma- 


') W. Connstein, Ergebnisse der Physiol., 3, I (1904). 
*) Heinsheimer, D. Med. Woche, Bd. XXXII, 5S. 1194 (1906). 
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gens. Auch London,!) der durch Anwendung einer speziellen 
Operationsmethode absolut reinen Magensaft erhielt, fand, daf 
dieser Saft emulgierte Fette, wenn auch wenig, spaltet. 

Der Darmsaft ist viel weniger als der Magen- und Pan- 
kreassaft auf Lipase gepriift worden. Erst durch die Angaben 
Lombrosos,?) der eine lipolytische Wirkung des Darmsaftes 
unabhingig von jeder Bakterienwirkung feststellte, und durch 
die grundlegende Arbeit Boldyreffs4) ist die Existenz einer 
Enterolipase ganz sicher gestellt. Uber die streitigen Angaben 
der friiheren Autoren schreibt Boldyreff: 

«Solange man den Darmsaft noch nicht in reinem Zu- 
stande zu gewinnen verstand, war es natiirlich schwer, seine 
wirklichen Eigenschaften kennen zu lernen; im allgemeinen 
war man zuerst geneigt, ihm eine starke verdauende Wirkung 
auf die verschiedenen Nahrungsstoffe (Eiweif, Fette und Kohlen- 
hydrate) zuzuschreiben, indem man irrtiimlicherweise die ener- 
gische Wirkung des Pankreassaftes, der unvermeidlich den 
Bedingungen der Methodik entsprechend dem Darmsaft sich 
beimischte, fiir die Wirkung des letzteren hielt. 

«Vor 40 Jahren ungefihr hat Thiry eine geistreiche 
Methode zur Gewinnung reinen Darmsaftes angegeben, die in 
der Folge von Vella modifiziert und vervollkommnet wurde. 
Doch hier entstand unerwartet eine neue grofie Schwierig- 
keit. Wenn man namlich den Darmsaft sammelt, ohne die zur 
Fistel abgeteilte Schleimhaut zu reizen, so ist die Sekretion 
so schwach, daf einige Forscher sie tiberhaupt nicht bemerkten 
und behaupteten, dafi in den oberen Abschnitten des Diinn- 
darms ohne Reiz iiberhaupt kein Saft, sondern nur Schleim 
abgesondert wird. 

«Aus diesem Grunde begann man nun, um zur Unter- 
suchung geniigend grofie Mengen Darmsaftes zu erhalten, diesen 
oder jenen Reiz auf die Schleimhaut des Darmes auszuiiben. » 





') London, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 125, und Bd. LVI, S. 545. 

*) U.Lombroso, Atti del Congresso di Patologia in Firenze. 1903. 

8) W. Boldyreff, Die Lipase des Darmsaftes und ihre Charakte- 
ristik, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 394. Siehe auch: Archives des sciences 
biolog., St.-Pétersbourg, Tome XI, 1908. 
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«,.. Wenn man der starken kiinstlichen Verdiinnung des 
Darmsaftes, die man bei Reizung der Darmschleimhaut erhiilt, 
nicht die nétige Bedeutung zuschreibt, kann man zu dem Schluf 
kommen, daf der Darmsaft keine verdauenden Fermente ent- 
halte. Dieser Fehler ist eben von der Mehrzahl der Forscher 
begangen worden. » 

Boldyreff hat gefunden, dafi der Darm periodisch, ohne 
jede Reizung der Mucosa, sowohl im Hungerzustande, als auch 
wiihrend der Verdauung, einen, schwiicher als der Pankreas- 
saft, aber doch deutlich lipolytischen Saft secerniert. Im Hunger- 
zustande wird aus einer Schlinge von 25 cm Linge ungefiihr 
jede 2 Stunden wihrend 15 Minuten 1 bis 1,5 cem Saft abge- 
sondert. Wihrend der Verdauung ist die Absonderung weniger 
regelmiabig (in jeder Periode wird ungefihr die gleiche Menge 
abgesondert, die Perioden sind aber seltener). 

Wir sehen deshalb, da’ wir mit Hilfe einer Thiry- 
Vellaschen Fistel leicht einen, wenn auch ziemlich schwach 
wirkenden, lipolytischen Saft bekommen koénnen. In vorlie- 
gender Arbeit habe ich nun versucht, einige Bedingungen fest- 
zustellen, unter welchen dieser Darmsaft secerniert wird. 

Fiir diese Versuche habe ich drei nach der Thiry-Vella- 
schen Methode operierte Hunde benutzt. Bei diesen Hunden 
beobachtete ich nun, daf$ mitunter, wenn ich den spontan 
flieBenden Saft auffing, dicke Stiicke mit aus der Fistel kamen. 
Das lipolytische Vermégen dieser Stiicke war ein wenig grofer 
als das des tibrigen Saftes. Um deshalb vergleichbare Resul- 
tate zu erhalten, habe ich immer, ehe ich mit meinen Hunden 
experimentierte, die Fistel mit auf 37° erwirmter physiologi- 
scher Kochsalzlisung durchgespiilt, so lange bis keine Stiicke 
mehr herauskamen. 

Boldyreff priifte den Saft auf Lipase mit einer 1°/o igen 
Losung des Monobutyrins in Wasser, mit Milch und mit Olivendl. 
Nun ist aber Monobutyrin nicht in jeder Hinsicht zu vergleichen 
mit natiirlichen Fetten (es wird z. B. schon durch Wasser allein 
gespalten) und weil wir wissen, dafi die Fermente sehr spe- 
zifisch wirken, so wird es wahrscheinlich, daB eine Monobu- 
tyrinase ein anderes Ferment ist als die Lipase (siehe z. B. den 
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Streit tiber die Lipase oder Monobutyrinase des Blutserums 
zwischen Hanriot und Arthus. !) 

Die Milch hat den Nachteil, daB sie neben den Fetten 
noch andere Bestandteile enthiilt, und so habe ich die Priifung 
immer mit Olivendl angestellt. 

Die Lipase des spontan flieBenden Darmsaftes ist, wie 
auch Boldyreff betont, sehr schwach. Ich habe deshalb den 
Saft wahrend lingerer Zeit einwirken lassen und bin immer, 
wenn nicht anders angegeben ist, folgendermafien verfahren: 
Am Abend ungefahr um 6 Uhr wurden 2 ccm des Saftes +- 2 ecm 
neutrales Olivenél +- 3 Tropfen alkoholischer Thymollésung in 
einen auf 40°/o erwirmten Thermostaten gebracht und darin 
bis zum folgenden Morgen geschiittelt: dann wurde die Mischung 
in Alkohol gegossen, um die hydrolytische Spaltung der Seife 
zu unterbrechen, und die entstandene Olsiure mit 0,1063-n- 
Natronlauge und mit Phenolphthalein als Indikator titriert. 1 cem 
dieser Lauge entspricht demgemiS ungefihr 0,03 g Olsiiure 
und somit einer Spaltung von zirka 1 !/2 °/o). 

Auf diese Weise konnte ich die Ergebnisse Boldyreffs 
bestatigen: daf nur ganz wenig Saft spontan abgesondert wird: 
daf dieser Saft wohl sehr haltbar, aber schwach lipolytisch 
ist (Unterschied mit dem Bauchspeichel). 

Z. B.: 30. If. 1910. Vom Hunde 2 wihrend 7'/2 Stunden 8 ccm 
Saft aufgefangen. 2 ccm hiervon macht in + 18 Stunden aus 2 ccm 
Olivené] soviel Saéure frei, dafs sie durch 1,85 cem 0,1063-n-Lauge neu- 
tralisiert wird. Immer hatte der Saft ungefiihr ein lipolytisches Vermégen 
wie in obigem Beispiel. 

Uber die Haltbarkeit der Lipase mégen folgende Experimente Aus- 
kunft geben: 

11. IV. 10. Hund 2. 2 ccm heute spontan secernierter Saft -- 2 ccm 
neutrales Olivenél +- Thymol gibt in + 18 Stunden soviel Saure, dah 
sie durch 2,2 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

12.1V.10. 2 ccm des gestern aufgefangenen (und bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrten) Saftes -+- 2 ccm neutrales Olivenél +- Thymol 
gibt in + 18 Stunden soviel Siéiure, dafs diese durch 2,8 ccm 0,1063-n- 
Lauge neutralisiert wird 
Nun hat Lombroso?) gefunden, dafi man eine weit grobere 



































1) Arthus, Journal de phys. et path. gén., Bd. IV, 5. 455 (1902), 
*) Lombroso, Arch. Ital. de Biol., T. L, fase. III, 1908. 
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Quantitaét viel starker lipolytisch wirkenden Saftes erhalten 
kann, wenn man in die Fistel eine Lésung von Fettsiure (Ol- 
siure) in Galle hineinfiihrt. 

Er schreibt: «Dés 1903 j’avais observé que le suc entérique qui 
coule dune anse de Vella soit spontanément aprés le repos, soit par 
suite de l’administration de petites doses de pilocarpine est légerement 
lipolytique. 

De 2 cc. de cette sécrétion avec 5 cc. d’huile d’amandes douces, 
il se développe (en présence de thymol) au bout de trois a six heures 
dans le thermostat & 40° une quantité d’acide oléique telle, qu'elle exige 
1,5—2,5 ce, de soude '/1o n. pour qu’il soit neutralisé..... » 

«...En étudiant Taction de la muqueuse intestinale par rapport 
aux acides qui se forment pendant la digestion (acides gras, acide chlor- 
hydrique, lactique, carbonique, etc.) J’avais observé que, en introduisant 
dans une anse de Vella, une solution d’acide gras (acide oléique dissous 
dans de la bile) il se déterminait une trés abondante sécrétion d’un suc 
dense et visqgueux. Cette sécrétion est doué d’une importante activité lipo- 
lytique; de 2 ce. de sécrétion plus 5 cc. d’huile d’amandes douces, en 
présence de thymol, il se développe, au bout de trois a six heures dans 
le thermostat a 40° une quantité d’acide oléique, telle qu'il faut 6, 7, 
& cc. et méme plus de soude ‘/1o n. pour qu'il soit neutralisé.» 

Uber die Art der Wirkung des Galle-Fettsiuregemisches 
hat Lombroso, mit andren verdauungsphysiologischen Pro- 
blemen beschaftigt, jedoch keine Versuche angestellt. Seine 
Beobachtungen konnte ich vollkommen bestatigen. Auch ich 
habe Pilocarpin angewendet und zwar auf doppelte Weise: 
subeutan und lokal in der Fistel. 

Bei subcutaner Eingabe von 5 ccm einer 1°/o0 Pilocarpin- 
l6sung wurden in 3 bis 4 Stunden nur 4 ccm Saft abgesondert 
(somit ebensoviel wie ohne Eingabe des Pilocarpins). Dieser 
Saft hatte auch das lipolytische Vermégen des normalen Saftes: 

2 ccm dieses Saftes +- 2 ccm neutrales Olivendl +- Thymol 
geben in -+- 18 Stunden soviel Saéure, dafi diese durch 1,5 ccm 
(),1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Uber die Wirkung der lokal in die Fistel hineingebrachten 
Pilocarpinl6sung mégen folgende Versuche Auskunft geben: 


1.1V. 10. Hund 3. In die orale Offnung der Fistel werden 2,5 ccm 
0.1°oige Pilocarpinlésung gegeben. Hierauf secernieren 5 ccm Saft. 2 ccm 
dieses Saftes ++ 2 ccm neutrales Olivenél +- Thymol geben in + 18 Stunden 
soviel Sure, dafi diese durch 0,85 ecm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 
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2.IV.10. Hund 2. In die Fistel gegeben 2 ccm 0,1°/oige Pilo- 
carpinlésung. Aufgefangen 10 ccm Saft. 2 cem dieses Saftes -+ 2 ccm 
neutrales Olivenél -+- Thymol geben in + 20 Stunden soviel Siure, dah 
diese durch 0,80 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Dieser Saft ist also viel weniger lipolytisch als der spontan 
ausflieBende. Dies stimmt sehr gut iiberein mit dem Befunde 
Boldyreffs, da’ man wohl durch Anwendung von Reizmitteln 
eine gréfere Quantitaét des Damsaftes erhalten kann, da aber 
dieser Saft sehr wenig Fermente enthailt. 

Durch einen besonderen Versuch habe ich mich verge- 
wissert, dafi die schwachere lipolytische Wirkung nicht etwa 
der beigemischten Pilocarpinlésung zuzuschreiben ist: denn 
Zusatz von Pilocarpin zu spontan abgesondertem Saft ver- 
mindert die lipolytische Wirkung desselben keineswegs. 

Die Angabe Lombrosos iiber die ganz besondere Reiz- 


oe 


wirkung der Mischung von Galle -+- Olsiiure hat sich auch 


in meinen Versuchen vollkommen bewihrt: 

Z. B.: 12. 1V.10. Hund 1. In die Fistel gegeben 5 ccm einer 
10°oigen Emulsion von Olsiure in Galle. In 30 Minuten aufgefangen 
28 ccm Saft. 2 ccm dieses Saftes -+ 2 ccm neutrales Olivené! -- 3 Tropfen 
alkoholischer Thymollésung geben in + 20 Stunden soviel Sadure, daf 
diese durch 4,9 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

20. 1V. 10. Hund 3. In die Fistel gegeben 5 ccm einer 10°oigen 
Emulsion von Olsadure in Galle. In 30 Minuten aufgefangen 20 ccm Saft. 
2 ccm dieses Saftes -+- 2 ccm neutrales Olivenél ++ 3 Tropfen alkoho- 
lischer Thymollésung geben in + 18 Stunden soviel Séure, daf diese 
durch 8,1 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

8. IV. 10. Hund 2. In die Fistel gegeben 3 ccm einer Emulsion 
von Olsiure in Galle. In 15 Minuten 25 ccm Sekret aufgefangen. 2 ccm 
dieses Saftes +- 2 ccm neutrales Olivenél +-Thymol geben in + 18 Stunden 
soviel Séure, daf$ sie durch 7,0 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Der auf Galle +- Olsdiure abgesonderte Saft war immer, 
dem Anschein nach, sehr viskés und schleimig. 

Weiter konnte ich die Angabe Lombrosos bestatigen, 
daB auch eine wiasserige HCl-Lésung (0,1 normal) eine reich- 
liche Saftabsonderung hervorruft, welcher Saft aber viel weniger 
stark lipolytisch wirkt: 

Z. B.: 11. 11.10. Hund 2. In die Fistel gegeben 10 ccm einer 
0,1-n-HCl-Lésung. In 10 Minuten werden 10 ccm Saft abgesondert. 3,3 ccm 
dieses Saftes + 2 ccm neutrales Olivenél +- Thymol geben in + 18 Stunden 
soviel Séure, daf§ diese durch 1,8 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 
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24. VI. 10. Hund 2. In die Fistel gegeben 7 ccm 0,1-n-HCl. In 
30 Minuten 20 ccm Saft aufgefangen; in weiteren 90 Minuten noch 
18 ccm. 2 ccm dieses Saftes, vermischt mit 2 ccm neutralem Olivené| 
+ Thymol, geben in + 18 Stunden soviel Séure, dafs sie durch 1,5 ccm 
0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Nun kénnte man denken, dali die Salzséure, die ja eine 
unter physiologischen Verhiltnissen im Darme vorkommende 
Siiure ist, spezifisch wirkt; wir haben aber gefunden, daf eine 
andere Siiure, wie die Schwefelsdure, eben dieselbe Wirkung 
hat (der Saft ist aber anscheinend weniger lipolytisch als der 
auf HCl erhaltene): 

27. VI. 10. Hund 2, Um dem Einwand zu entgehen, daf 
aus der zum Durchspiilen der Fistel gebrauchten NaCl-Losung 
mit der Schwefelsiiure Salzsiure gebildet wird, wurde diesmal 
die Fistel mit physiologischer Na,SO,-Lésung durchgespiilt 
und alsdann 6 cem 0,1-n-H,SO, in die Fistel gegeben. In 30 Mi- 
nuten flieSen nun aus der aboralen Offnung 19 ccm Saft. 

2 ecm dieses Saftes +- 2 cem neutrales Olivené! +- Thymo! 
geben in -+ 18 Stunden soviel Séure, dafi diese durch 0,4 ccm 
0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Diese Reizung durch Saéuren stimmt wieder gut mit den 
Angaben Boldyreffs, daf man durch Anwendung von Reiz- 
mitteln weniger stark lipolytischen Saft bekommt. Die Reizung 
aber durch die Mischung von Olsiure mit Galle ist eine sehr 
eigentiimliche, weil man hierdurch sowohl eine grobe Quantitit. 
wie auch einen stark lipolytischen Saft bekommt. Lombroso 
hatte offenbar die Mischung von Olsiiure mit der Galle des- 
halb gewiihlt, weil diese Saure bekanntlich in Galle ziemlich 
lOslich ist. Man kénnte nun fragen, ob die Anwesenheit des 
Lisungsmittels notwendig ist und ob nicht vielleicht die Ol- 
siiure allein dieselbe Wirkung hat. Um diese Frage zu beant- 
worten, haben wir Olsiiure ohne Galle in die Fistel gebracht 
(2 ccm oder 2mal hintereinander 1 ccm). Aus der aboralen 
Offnung flo8 in diesem Falle sehr wenig einer weifen, dicken 
Substanz ab, die ohne jede lipolytische Wirkung war. Die Ol- 
siiure iibt demnach keine nennenswerte safttreibende Wirkung 
aus. Weil nun die Galle augenscheinlich dazu dient, um die 
Olsiiure in bessere Beriihrung mit der Darmmucosa zu bringen, 
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lag es auf der Hand, zu versuchen, durch Emulgierung der Ol- 
siure einen besseren Kontakt zustande zu bringen. Wir haben 
deshalb versucht, die Olsiiure durch Schiitteln mit Wasser zu 
emulgieren, und die so erhaltene, grobe Emulsion in die Fistel 
gegeben. Hierauf haben wir aber keine nennenswerte Quantitit 
Sekret bekommen. 

Da nun bekanntlich Seifenldsung sehr stark emulgierend 
auf Olsiiure wirkt, so haben wir 3 ccm Olsiiure, statt mit Wasser, 
mit 30 ccm 0,1-n-Lauge geschittelt. Von der so entstandenen 
Emulsion von Olsiiure in Seifenlésung haben wir einige Kubik- 
zentimeter beim Hunde 1 in die Fistel gegeben. 2 ccm des 
aus der aboralen Offnung der Fistel flieBenden Saftes erforderten, 
in Alkohol ausgegossen, 1,2 ccm 0,1-n-Lauge zur Neutralisation. 
Der Saft hatte kein lipolytisches Vermédgen. Dies ist aber 
vielleicht darauf zuriickzufiihren, da in wisseriger LOsung die 
Seife stark hydrolytisch gespalten ist; nun ist wohl ein Uber- 
maf von Olsiure anwesend, aber die Olsdure ist eine schwache 
Siiure und sehr wenig ldslich in Wasser; es ist deshalb sehr 
wahrscheinlich ein Uberma8 OH-Ionen in der Liésung; nun ist 
aber die Enterolipase in alkalischer Losung, wie wir gefunden 
haben (s. w. u.), unwirksam. 

Weil nun weder die Olsiiure fiir sich, noch in (grob) 
emulgiertem Zustande in die Darmschlinge hineingebracht, einen 
lipolytischen Saft hervorruft, und auf eine Saure wie HCI wohl 
viel Saft, aber ein solcher von geringem lipolytischen Vermégen 
abgesondert wird, so lag die Vermutung nahe, dai in der 
Mischung von Olsiiure + Galle nicht die Olsiure, sondern die 
Galle das wirksame Agens ist. Wir haben also, statt der Mi- 
schung von Galle -- Olsiiure, die Galle allein in die Fistel 
gebracht. Dabei haben wir gefunden, daf man bei Einfiihrung 
von Galle allein eine geringere Quantitét Saft bekommt, als 
durch Galle ++ Olsiiure; durchschnittlich kam aus der aboralen 
Offnung doppelt soviel heraus, als in die orale Offnung hinein- 
gebracht worden war. Das lipolytische Vermégen war aber 
ungefihr ebenso stark wie das des auf Galle -- Olsiiure erhal- 
tenen Saftes: 

Z. B.: 5. IV. 10. Hund 1. In die Fistel 8 ccm Galle gegeben. 
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Hierauf secerniert 14 ccm Saft. 2 ccm dieses Saftes -+- 2 ccm neutrales 
Olivenél -+ Thymol geben in + 18 Stunden soviel Saure, dafi diese 
durch 5.5 ecm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 


_ 


4,1V.10. Hund 3. In die Darmschlinge 7 ccm Galle gebracht. 
Aufgefangen 15 ccm Saft. 2 ccm hiervon + 2 ccm neutrales Olivendél 
+- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Saéure, dafi diese durch 6,5 ccm 
0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Wir sehen also, dafi Einfiihrung von Galle in die Darm- 
schlinge aktivierend wirkt, sowohl auf die Saftabsonderung, 
als auch auf die lipolytische Wirkung desselben. Es liegt nun 
die Frage nahe, ob die Galle vielleicht auch in vitro aktivierend 
auf die lipolytische Wirkung des spontan, ohne Hineinfiihren 
von Galle in die Fistel, aufgefangenen Darmsaftes wirkt. Dies 
ist bekanntlich der Fall bei der Pankreaslipase. ') 

Boldyreff behauptet, dai die Galle gar keine fordernde 
Wirkung auf die Lipolyse des Darmsaftes ausiibt. Frouin?) 
dagegen schreibt der Galle sowohl in vitro wie in vivo (in einer 
isolierten Darmschlinge) eine Verstaérkung der Wirkung der 
Enterolipase zu. 

Kalabonkoff und Terroine*) bestatigten die Angabe 
Ff rouins insofern, als sie fanden, dab die fettspaltende Wirkung 
des Darmsaftes durch gallensaure Salze gefordert wird. 

Ich kann die Angaben der beiden letzten Autoren durch- 
aus bestiitigen. Ohne Ausnahme habe ich gefunden, daf Galle 
in vitro die Fettspaltung durch Enterolipase beschleunigt. 

Z. B.: 7.1V. 10. Hund 3. 2 ccm spontan aufgefangener Saft +- 
2 ccm neutrales Olivenél -+ Thymol geben in + 18 Stunden soviel Saure, 
dafi diese durch 2,3 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes + 2 ccm neutrales Olivenél +- Thymol 
+ 2 ccm Galle geben in + 18 Stunden soviel Saéure, dafi sie durch 
7,6 cem 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Daf die Galle auch bei kurzer Dauer des Versuchs akti- 
vierend wirkt, geht aus folgendem hervor: 

11. 1V. 10. Hund 2. 2 ccm spontan abgesonderter Saft + 2 ccm 
neulrales Olivenél +- Thymol geben in 6 Stunden soviel Séure, daf diese 
durch 1,1 cem 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

4) Oppenheimer, Die Fermente, 3. Aufl., II, S. 188/9. 

*) Frouin, C. r. de la Soc. de Biol., Bd. LXI, S. 665. 

°) Kalabonkoff und Terroine, Compt. r. de la Soc. de Biol., 
Bd. LXUI, S. 617. 
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2 ccm desselben Saftes +- 2 ccm Galle -+- 2 ccm neutrales Olivendl 
+ Thymol geben in 6 Stunden soviel Saure, da diese durch 3,0 ccm 
0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Auch die schwache Lipolyse des auf Eingeben von Pilo- 
carpin erhaltenen Saftes wird sehr verstiirkt durch Hinzufiigen 
von Galle in vitro: 

2.1V.10. Hund 2. 2 ccm des auf Eingeben von Pilocarpin er- 
haltenen Saftes -- 2 ccm neutrales Olivenédl -+- Thymol geben in 
+ 18 Stunden soviel Saiure, daf§ diese durch 0,8 ccm 0,1065-n-Lauge 
neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes -+ 2 ccm neutrales Olivenél -+- 2 ccm 
Galle -+- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Siiure, dafi sie durch 
11,15 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Sogar die Lipolyse des auf Kingeben von Galle oder von 
Galle -+ Olsaure erhaltenen Saftes (welcher ja [s. 0.| schon 
viel stiirker fettspaltend wirkt als der spontan abgesonderte 
Saft) wird in vitro gefordert durch Hinzufiigen von Galle. 

Z. B.: 5. IV. 10. Hund 1. 2 cem auf Galle abgesonderter Saft 
-+- 2 ccm neutrales Olivenél -+- Thymol geben in + 18 Stunden soviel 
Sadure, dafs diese durch 5,5 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes + 2 ccm neutrales Olivenél + 2 ccm 
Galle -+- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Siure, dafs sie durch 
8,4 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

12.1V. 10. Hund 1. 2 ccm auf Galle + Olsiure erhaltener Saft 
-+- 2 ccm neutrales Olivenédl + Thymol geben in 20 Stunden soviel 
Saure, daf§ sie durch 4,9 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes -- 2 ccm neutrales Olivenél -+- 2 ccm 
Galle -- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Olsdure, dafi diese durch: 
7,9 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Um dem Einwand zu entgehen, dai die Verstiirkung der 
lipolytischen Wirkung darauf zu beziehen sei, dafi die Galle 
selbst die Fette spaltet, habe ich fast immer Kontrollproben 
angestellt mit neutralem Ol und Galle. 

Hierbei habe ich wohl gefunden, daf Galle allein lipo- 
lytisch wirkt; diese Lipolvse ist aber im Anfang schwach und 
erreicht erst nach lingerer Zeit einen bedeutenden Wert. 

Daf jedoch die Galle die Lipolyse des Darmsaftes ver- 
starkt und nicht die Lipolyse des Saftes -+- Galle eine Super- 
position ist der Lipolyse des Darmsaftes ++ die Lipolyse der 


Galle, geht daraus hervor, dab ich immer gefunden habe: 
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Lipolyse des Saftes + Galle ist starker als Lipolyse des Saftes 
-+ Lipolyse der Galle: 

Z.B.: 21.V.10. Hund 8. 2 ccm Saft + 2 ccm neutrales Olivené] 
-+ Thymol geben in + 40 Stunden soviel Saéure, dafs diese durch 4,15 ccm 
().1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes -+-- 2 ccm neutrales Olivenél -++- 2 ccm 
Galle +- Thymol geben in + 40 Stunden soviel Siiure, daf diese durch 
9.35 cem 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm neutrales Olivené] -- 2 cem Galle -+- Thymol geben in 
+ 40 Stunden soviel Saéure, daf$ diese durch 0,8 ccm 0,1063-n-Lauge 
neutralisiert wird, 

Die Differenz wird besonders deutlich bei kurzer Ein- 
wirkung : 

21. I. 10. Hund 3. 2 cem Saft + 2 ccm neutrales Olivené] + 
Thymol geben in 6 Stunden soviel Séure, dafs diese durch 1,0 ccm 
0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm Galle -++ 2cem neutrales Olivenél -- Thymol geben in 6 Stun- 
den soviel Siéiure, daf§ sie durch 0.4 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Dagegen: 2 ccm desselben Saftes -+- 2 ccm neutrales Olivené] +- 


2 com derselben Galle +- Thymol geben in 6 Stunden soviel Siure, daf 
diese durch 5,4 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 
Dah Galle allein bei langerer Einwirkung stark fettspal- 


tend wirkt, geht hervor aus folgendem Versuch: 

26. V. 10. In Flasche | gebracht: 50 ccm frische Galle +- 5 ccm 
neutrales Oliven6] -+- 20 Tropfen einer alkoholischen Thymollésung (5 ccm 
dieser Mischung, mit Phenolphthalein als Indikator, nach Eingiefen in 
Alkohol titriert, erfordern 0,7 ccm 0,1063-n-Lauge zur Neutralisation). Die 
Flasche wird im Thermostaten bei 40° geschiittelt. 

28. V. 10. 5 ccm, von Flasche I abpipettiert, werden durch 7,0 ccm 
0. 1063-n-Lauge neutralisiert. 

3. VI. 10. 4 cem, von Flasche I abpipettiert, werden durch 12 ccm 
0,1063-n-Lauge neutralisiert. Diese 12 ccm Lauge entsprechen ungefahr 
12 ‘< 0,03 g Olsiiure. Es ist also roh der —— — = 4/g, Teil 
des Ols gespalten. 

Ks wére nun mdglich, wenn auch nicht sehr wahrschein- 
lich, daf vielleicht die Férderung der Lipolyse durch Galle eine 
rein physikalische Wirkung ist, darin bestehend, daf die Galle 
mit Ol eine Emulsion bildet. Wir haben darum versucht, das 
QO! auf andere Weise zu emulgieren, nimlich durch Seifen- 
lOsung. Statt einer Verstirkung haben wir aber immer eine 


erhebliche Hemmung konstatiert. 
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Z. B.: 1. IV. 10. Hund 3. 2 ccm nach Eingabe von Pilocarpin 
in die Fistel erhaltener Saft -+- 2 ccm neutrales Olivenél -+- Thymol 
geben in + 18 Stunden soviel Saéure, dafi diese durch 0,85 cem 0,1063- 
n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes +- 2 ccm neutrales Olivenél -+- 2 ccm 
neutrale Seifenldsung (diese wurde erhalten durch Neutralisieren von 
Olsiure mit einer entsprechenden Quantitét + 0.1-n-Lauge) + Thymol 
geben in + 18 Stunden soviel Séure, dafi diese durch 1,60 ccm 0,1063- 
n-Lauge neutralisiert wird. 

4. IV. 10. Hund 3. 2 ccm auf Galle erhaltener Saft + 2 ccm 
neutrales Olivené] +- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Séure, daf 
diese durch 6,5 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes + 2 ccm neutrales Olivenél -+ 2 ccm 
neutrale Seifenlisung (erhalten wie oben) geben in + 18 Stunden soviel 
Saure, dafs diese durch 1,60 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

5. IV. 10. Hund 1. 2 ccm auf Galle erhaltener Saft + 2 ccm 
neutrales Olivenél +- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Saure, dah 
sie durch 5,50 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes -+- 2 ccm neutrales Olivenél -{+- 2 ccm 
neutrale Seifenlisung (erhalten wie oben) + Thymol geben in + 18 Stunden 
soviel Séure, daf diese durch 1,0 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Wie wir schon oben betont haben, ist eine Seife in wiis- 
seriger LOsung stark hydrolytisch gespalten, so dali nach dem 
Auflisen einer neutralen Seife in Wasser in der LOsung ein 
Ubermaf OH-Ionen anwesend ist (die Olsiiure ist eine schwache 
Siure). 

Nun ist die Enterolipase sehr empfindlich gegen Lauge; 
wenn wir eine Mischung des Darmsaftes mit O] durch Hinzu- 
fiigen von ein wenig Lauge alkalisch machten, dann konnten 
wir sie tagelang im Thermostaten bei 40° schiitteln, ohne dah 


sich die alkalische Reaktion anderte, mit anderen Worten, ohne 


dali Lipase stattfindet. 
Daf schon ein sehr geringer Uberschuf von Lauge die 


Lipase aufhebt, geht aus folgenden Versuchen hervor: 

12. 1V.10. Hund 1. 2cem nach Einfithrung von Galle erhaltener 
Saft erfordert 0,5 ccm 0,1062-n-Lauge zur Neutralisation. 

2 ccm dieses Saftes -+- 2 ccm neutrales Olivenél -+- Thymol geben 
in + 18 Stunden soviel Siiure, dafi diese durch 4,6 ccm 0,1063-n-Lauge 
neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes + 2 ccm neutrales Olivenél -+ 0,2 ccm 
0.1063-rn-Lauge +- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Saure, dah 
diese durch 4,4 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 











412 B. C. P. Jansen, 


2 ccm desselben Saftes ++ 2 ccm neutrales Olivenél -+- 0.4 ccm 
0,1063-n-Lauge -++- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Saure, daf 
diese durch 3,9 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes + 2 ccm neutrales Olivenél +- Thymol 
-+- 0,6 cem 0,1068-n-Lauge bewahrt dauernd die alkalische Reaktion. 

12. IV. 10. Hund 1. 2 ccm eines auf Eingeben einer Mischung 
von Galle mit 10°/oiger Olséure in die Fistel erhaltenen Saftes wird, nach 
Eingiefen in Alkohol, neutralisiert durch 1,2 cem 0,1063-n-Lauge. 

2 ccm dieses Saftes + 2 ccm neutrales Olivené] + Thymol geben 
in + 18 Stunden soviel Siure, dah diese durch 4,9 ccm 0,1063-n-Lauge 
neutralisiert wird. 

2 ccm dieses Saftes + 2 ccm neutrales Olivenél -+- 0,8 ccm 
0,1063-n-Lauge +- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Saéure, daf 
diese durch 1,4 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm dieses Saftes -+- 2 cem neutrales Olivenél + 1,0 ccm 
0,1063-n-Lauge -+ Thymol geben in + 18 Stunden soviel Séure, daf 
diese durch 0,9 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm dieses Saftes +- 2 ccm neutrales Olivenél + 1,2 ccm 
0,1063-n-Lauge -+ Thymol geben in + 18 Stunden soviel Siure, dali 
diese durch 0,2 cem 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm dieses Saftes + 2 cem neutrales Olivenél -+- 1,4 ccm 
0,1063-n-Lauge -+ Thymol bleiben alkalisch reagieren. 

Daf eine Seifenlésung (auch im letzteren Beispiel ist die 
Hemmung wohl der Entstehung einer Seifenldsung zuzuschreiben) 
soviel schwiicher hemmend wirkt, als der Zusatz eines Uber- 
schusses von 0,1-n-Lauge, wire daraus zu erkliiren, dali im 
letzteren Falle, auch bei geringem Uberschu8, doch eine viel 
grofere Quantitét OH-Ionen anwesend ist. 


Auch ein Uberschuf von Saure scheint hemmend auf die 
Lipolyse zu wirken: 

27. IV. 10. Hund 3. 2 cem Saft (erhalten auf Eingeben von an- 
gesiuerter Galle in die Fistel) -- 2 ccm neutrales Olivenél -+ Thymol 
geben in + 18 Stunden soviel Siéure, dafs diese durch 4,9 ccm 0,1063- 
n-Lauge neutralisiert wird. 

2 ccm desselben Saftes -+- 2 ccm neutrales Olivenél +- 2 ccm 
0,1-n-Buttersiure -+- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Saure, dab 
diese durch 2,4 ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird (im ganzen waren 
zur Neutralisation der Mischung 4,4 ccm der Lauge ndtig). 

Wir haben also gesehen, da Galle allein und Galle 


+- Olsiiure einen ungefihr gleich stark lipolytischen Saft her- 
vorrufen; dafi aber auf Galle ++ Olsaiure mehr Saft abgesondert 
wird, als auf Galle allein. Es fragt sich nun, inwiefern die 
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Olsiiure spezifisch wirkt, und ob nicht vielleicht andere Siiuren 
ebenso wirken. Bei Priifung zeigte sich, daf andere Siiuren, 
wie Essigsaure oder Salzsiiure, zu der Galle hinzugefiigt, eine 
ebenso grobe Quantitiét eines (ziemlich) stark lipolytischen Saftes 
hervorrufen : 

23. IV. 10. Hund 2. In die orale Offnung der Fistel 4.5 cem 
Galle gebracht, zu welcher ein Zehntel ihres Volumens ‘/:-n-Essigsiure 
hinzugefiigt worden war. In 30 Minuten 18 ccm Saft aufgefangen. 

2ccm dieses Saftes -+- 2 ccm neutrales Olivenél -- Thymol geben 
in + 18 Stunden soviel Siure, dafi diese durch 2,9 cem 0,1063-n-Lauge 


neutralisiert wird. 

Auch die Lipolyse dieses Saftes wird geférdert durch Zusatz von 
Galle in vitro: 

2 ccm des Saftes -+- 2 cem neutrales Olivenél +- 2 ccm Galle 


-+- Thymol geben in + 18 Stunden soviel Siure, dafs diese neutralisiert 
wird durch 2,9 ccm 0,1063-n-Lauge. 

23. V. 10. Hund 5. In die Fistel gegeben 6 ccm einer Galle, zu 
welcher ‘/10 ihres Volumens ‘/1-n-HCl hinzugefiigt worden war. Hierauf 


secerniert 15 ccm Saft. 

2 ccm dieses Saftes +- 2 ccm neutrales Olivenél + Thymol geben 
in + 18 Stunden soviel Saéure, dafs diese durch 4,8 ccm 0,1063-n-Lauge 
neutralisiert wird. 

Die Galle enthilt bekanntlich eine Mischung von sehr 
vielen Bestandteilen. Es wiire nun interessant, zu wissen, ob 
vielleicht einem bestimmten Bestandteil die Eigentiimlichkeit, 
einen stark lipolytischen Saft hervorzurufen, zukommt. 

Die am meisten eigentiimlichen Bestandteile sind bekannt- 
lich die gallensauren Salze, und daf diese eine Rolle spielen, 
wird schon dadurch wahrscheinlich, dal angesiiuerte Galle 
anders wirkt als neutrale Galle; und Salze sind ja die Be- 
standteile, die am leichtesten durch Siéure veriindert werden. 
Wir haben deshalb statt angesiiuerter Galle auch Taurochol- 
siure und ebenso den gemeinschaftlichen Bestandteil der Tauro- 
und -glykocholsaure: die Cholsiure versucht: 


21. V. 10. Hund 3. In die Fistel gegeben 6 ccm einer Emulsion 
von Taurocholséure in Wasser (erhalten durch 25 ccm 2°/vige Losung 
von Taurocholas Natricus, welche mit 5 ccm ‘/1-n-Essigsiiure versetzt 
war). Hierauf secerniert 20 ccm Saft in 20 Minuten. 

2 ccm dieses Saftes + 2 ccm neutrales Olivené] -+- Thymol geben 
in 4 Stunden soviel Séiure, dafs diese durch 1,4 ccm 0,1063-n-Lauge 
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neutralisiert wird; in + 40 Stunden soviel Saéure, dah diese durch 4,25 ccm 
0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

Auch dieser Saft wird in seiner lipolytischen Wirkung durch Zusatz 
von Galle in vitro verstarkt: 

2 ccm desselben Saftes -+- 2 ccm neutrales Olivenél -+- 2 ccm 
Galle -+ Thymol geben in 4 (bezw. 40) Stunden soviel Saure, dah diese 
durch 3,7 (bezw. 9,35) ccm 0,1063-n-Lauge neutralisiert wird. 

21. VI. 10. Hund 3. In die Fistel 4 ccm einer Emulsion von 
Cholséiure gegeben, erhalten durch Auflésen von 1 g Cholsaure in + 1 ccm 
Alkohoi und Ausgiefen der kochenden Lésung unter Schiitteln in 25 ccm 
H,O. In 30 Minuten 22 ccm Saft aufgefangen. 

2 ccm dieses Saftes -- 2 ccm neutrales Olivenél +- Thymol geben 
in + 18 Stunden soviel Séure, daf diese durch 3,9 ccm 0,1063-n-Lauge 
neutralisiert wird. 

16. VII. 10. Hund 3. In die Fistel gegeben 6 ccm einer Lésung, 
erhalten durch Auflésen von 1 g Cholséure in soviel Lauge (20 ccm), 
dafi die Liésung gerade neutral reagiert; und nachtriglichen Zusatz von 
2 ccm 0,1-n-HCl. In 30 Minuten aufgefangen 20 ccm Saft. 

2 ccm dieses Saftes +- 2 ccm neutrales Olivené] +- Thymol geben 
in + 18 Stunden soviel Olsiure, dafi diese durch 4,7 ccm 0,1063-n-Lauge 
neutralisiert wird. 

In der Tat sehen wir somit, dafi die Wirkung der Tauro- 
cholsiiure und auch der Cholsdure derjenigen der angesiuerten 


Galle nahezu gleich ist. 


Zusammenfassung. 


Es wurden bestitigt die Angaben von Lombroso (1903) 
und Boldyreff (1904): dafS aus einer Thiry-Vellaschen 
Fistel spontan sehr wenig eines ziemlich schwach lipolytisch 
wirkenden Darmsaft secerniert wird; dafi durch Anwendung von 
Reizmitteln im allgemeinen wohl eine gréfere Menge, jedoch 
eines viel weniger lipolytischen Saftes erhalten wird; da aber, 
wie dies Lombroso (1908) gezeigt hat, eine Mischung von 
Galle -- Olsiiure unter den Reizmitteln eine sehr besondere 
Stellung einnimmt, weil nach Einfiihrung einiger Kubikzentimeter 
dieser Mischung in die Darmschlinge eine reichliche Quantitit 
eines stark lipolytischen Saftes abgesondert wird. 

Weiter wurde gefunden, dafi in dieser Mischung nicht 
die Olsiiure der wirksame Bestandteil ist: Olsaure allein, oder 
Olsiiure in emulgiertem Zustande ruft keinen lipolytischen Saft 


hervor. 
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Auf Galle allein wird eine nicht so groBe Menge wie auf 
Galle +- Olsiure, aber eines ebenso starken lipolytischen Saftes 
abgesondert. 

Galle, in vitro dem spontan secernierten oder dem auf 
Reizmittel (auch auf Galle oder auf Galle + Olsiiure) erhal- 
tenen Saft hinzugefiigt, verstarkt immer die lipolytische Wirkung 
desselben. 

Auf Seifenlésung wird ein sehr schwach lipolytisches 
Sekret abgesondert; in vitro wird durch Seifenlésung die Lipo- 
lyse des Darmsaftes stark gehemmt; schon ein sehr geringer 
Uberschu8 von Lauge hebt die lipolytische Wirkung des Saftes 
vollig auf. 

Statt der Mischung von Galle + Olsiure kénnen wir 
eine durch starke, wasserlésliche Sauren angesiuerte Galle in 
die Fistel einfiihren, um eine grofe Quantitiit eines stark lipo- 
lytischen Saftes zu erhalten. 

Ebenso wie die angesiiuerte Galle wirkt eine Emulsion 
von Taurocholsaure oder von Cholséure in Wasser. Sehr wahr- 
scheinlich ist deshalb die eigentiimliche Reizung der Darm- 
mucosa durch die Mischung von Galle -+- Olsiure der Anwesen- 
heit von Gallenséuren zuzuschreiben. Es wire nun interessant, 
zu wissen, welcher Gruppe in dem Cholsiiuremolekiil diese 
Wirkung gehort; ich bin deshalb beschaftigt mit Versuchen 
liber die chemische Konstitution der Cholsiure. 

Durch Untersuchungen Pregls und anderer Autoren ist 
es wahrscheinlich geworden, daf} sich im Molekiil dieser Saure 
hydroaromatische Ringe befinden. Nun haben bekanntlich von 
Baiyer und Villiger solche Ringe dadurch in aromatische 
libergefiihrt, daB sie sie zuerst vollig bromierten und darauf 
die Br-Atome wegnahmen. Zunichst habe ich nun die Absicht, 
zu versuchen, ob solch ein Verfahren auch bei Cholsaure an- 
wendbar ist. 











Weiterer Beitrag zur Frage nach der Verwertung von tief 
abgebautem Eiweifi im tierischen Organismus. 


XVI. Mitteilung. 
Von 
Emil Abderhalden und Akikazu Suwa. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, August 1910.) 


In der folgenden Untersuchung suchten wir die Frage zu 
entscheiden, ob es mdOglich ist, einen Hund ausschlieflich mit 
vollstiindig abgebautem Fleisch — d. h. ohne Fett- und Kohlen- 
hydratzusatz — zu ernihren. Die Darstellung von Praparaten, 
die ausschlieBlich aus ganz abgebautem Eiweif bestehen, hat so 
grofe Fortschritte gemacht, dah die Moglichkeit geboten war, 
ein derartiges Priiparat liingere Zeit zu geben. Wir haben zu 
den Versuchen das von den Hochster Farbwerken nach den 
Angaben des einen von uns (Abderhalden) dargestellte Erep- 
ton verwendet. Dieses Priiparat ist durch successive Kinwirkung 
von Magensaft, Pankreas- und Darmprefsaft auf ganz mageres 
Rindfleisch gewonnen worden. Sein Fettgehalt ist sehr gering. 
Das von uns verwendete Priparat enthielt 0,5°/o Fett. Wir 
haben uns mit Hilfe der Formoltitrierung von der Vollstandigkeit 
des Abbaus tiberzeugt.!) Das Praparat stellt eine hellbraun 
gefiirbte, brécklige Masse dar. Sie riecht und schmeckt nicht 
unangenehm. Sie lést sich leicht in Wasser. 

Da wir nach friiheren Erfahrungen befiirchteten, dab 
unser Versuch beim Verfiittern grofer Mengen von abgebautem 
EiweiB per os durch Erbrechen gestort werden konnte, beniitzten 
wir einen Magenfistelhund. Dieser sollte das Praparat in kleinen 
Mengen in gréSeren Zeitintervallen durch die Fistel erhalten. 


') Vgl. E. Abderhalden und Peter Rona, XV. Mitt., Diese Zeit- 
schrift, Bd. LXVII, S. 405, 1910. 
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Das Versuchstier war beim Beginn des Versuches ziemlich stark 
abgemagert. Es schien das Priéparat zunichst ganz gut zu 
vertragen, bald trat jedoch Erbrechen ein. Es erfolgte sowohl bei 
Verabreichung des Ereptons in Substanz als auch nach Ein- 
gabe einer 10°/oigen Losung des Ereptons in physiologischer 
Kochsalzlésung. Der Anteil des Erbrochenen war nie sehr 
groh. Es ist wohl moglich, daB das Erbrechen nur indirekt 
dem Priiparate zuzuschreiben ist. Es scheint nach den spiiteren 
Erfahrungen, daf} die Art der Zufuhr eine Rolle spielte. Dafiir 
spricht, daf das Erbrechen sofort zurtickging, als das Erepton 
per os verabreicht wurde. Der Versuch wurde nun in folgender 
Weise an dem gleichen Magenfistelhund fortgesetzt. Wir gaben 
dem Versuchstier einen Teil des gesamten Stickstoffs in Form 
von sorgfaltig ausgesuchtem, ganz magerem Pferdefleisch. Den 
Rest des Stickstoffs erhielt der Hund in Form von Erepton. 
An den ersten drei Tagen wurde das Priparat gut vertragen. 
Eine Stérung des Versuches trat nur insofern ein, als der Kot 
etwas diarrhoisch war. An den beiden folgenden Tagen konnte 
nur ein geringer Teil des Gesamtstickstoffs in Form von Frepton 
verabreicht werden. Vom 7. August ab gaben wir mit Ausnahme 
von 2 Tagen ausschlieflich Erepton. Am 9. und 10. August 
erbrach das Versuchstier etwas. Das Erbrochene wurde jedoch 
sofort wieder aufgenommen. Das Versuchstier fraf} einen Teil 
des Ereptons freiwillig. Der Rest wurde ihm in ganz kleinen 
Portionen, je ca. 5 g, moglichst tief in den Schlund eingefiihrt, 
so dah jeweils der Schluckreflex ausgelést wurde. Wir haben 
der Fiitterung sehr grofe Sorgfalt und viel Zeit gewidmet, sonst 
wiire es wohl kaum mdglich gewesen, so grofie Mengen Erepton 
ohne St6rungen zuzufiihren. Der Kot war zuniichst noch weich, 
er wurde jedoch im Verlaufe des Versuches ganz fest. Er war 
stets tief schwarz gefiirbt. Der Versuch mufte aus iuberen 
Griinden (Semesterschlui}) abgebrochen werden. Das Versuchs- 
tier war ganz munter. Das Koérpergewicht hatte im Verlaufe 
des Versuches zugenommen. Der Versuch zeigt, dafi das voll- 
stiindig abgebaute Fleisch ftir in nicht verdautem Zustande 
zugefiihrtes Fleisch eintreten kann. An 6 Tagen erhielt das 
Versuchstier ausschlieBlich Erepton. Erwahnt sei noch, dab 



































Kor- Einnahmen Gesamt- Ausgaben Gesamt- 
Datum 7. . ee | : ea | in N- Kot. | im | N im N- Bilanz | Bemerkungen 

wieht | Fleisch N Poon N Zufuhr a | Kot | Harn | Ausfuhr 
in g ing |ing| ing |ing in g menge | in g | in g in g 

: 81. VIL/1. VIL] 8220 | 250 10,38 | 63 | 88 | 19,13 4.6 | 0,46 | 13,53] 13,99 | + 514 | Kot diinnflissig 

pa 1/2. VII. | 8170} 250 | 830 | 75 | 10,5 | 18,80 20 0,19 1344) 13,63 | + 517 desgl. 

S 23. » | si70} 205 709 | 75 10,5 | 17,59 | 22 | 009 | 1630) 1648 | + 1,11 ‘ 

& 3/4. » | 8120] 250 8.86 | 25 | 3.5 | 12,36 | 10,1 | 0,52 (11,73) 12,25 | + 0,11 

z 4/5. » | 8150] 250 | 886) 15 | 21 10,96 5,7 | 0,27 | 10,79} 11,06 - 0,10 

me 5/6.» 7900 | 250 9,04 | 60 | 84 17,44 29,0 | 1,80 | 12,30] 14,10 | + 3,34 

o | | | 

ro 6/7. » | 8150} 250 896) 50 | 70] 1596 6,8 | 0,31 | 10,74] 11,05 | + 4,91 , 

= 78 » |s00f o 0 | 12 | 175 | 1750 | 60 042 | 11,96] 12,38 | + 5,12 

= 8p. > [sts] 125 420) 80 | 112 | 15,40 | 313 | 306 1327| 1633 | — 093 

” 9/10. >» J soo] 0 | O | 110 | 15,4 | 1540 | 191 | 2,38 | 13,27| 15,65 | — 0.25 

& 10/11. » | 8250 0 0 100 14,0 14,0 7,6 | 0,70 1041} 11,11 | + 2,89 

11./12. >» 8320 () 0 | 130 18,2 18,2 | 8.0 0,91 | 15,25] 16,16 +- 2,04 
12./13. » 8350 125 4.00 100 14,0 18.0 { 0,91 | 15,25 16,16 + 2.04 
" 13/14. » 8450 0 0 130 18,2 18,2 \ 105 | 1,05 | 15,96 17,01 + 1,19 
are 14/15. » | so60] 0 U 120 168] 168 J 1,05 15,96] 17,01 ~ 021 
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wir dieses stets mit 5 g gegliihter Knochenasche vermengt 
verfiitterten. Ferner sei darauf hingewiesen, daB der Kot nicht 
abgegrenzt worden ist. Die Verteilung der Kotstickstoffwerte 
auf die einzelnen Tage ist daher selbstverstindlich keine exakte, 
doch spielt diese Ungenauigkeit bei der Beurteilung des Ver- 
suchsresultats als Ganzes keine Rolle. 

Anhangsweise sei kurz auf den Versuch von E. Voit 
und J. Zisterer!) hingewiesen, die Frage zu entscheiden, ob 
vollstaéndig abgebaute Proteine physiologisch den in nicht abge- 
hautem Zustande verfiitterten gleichwertig sind. Die genannten 
Forscher sind geneigt, das auf Grund ihrer Versuche zu ver- 
neinen. Sie ziehen weiterhin den Schlub, dab das aufgenommene 
EiweiB im Verdauungstraktus nicht vollstéindig aufgespalten 
wird. Wir bezweifeln, ob diese Schluffolgerungen gentigend 
begrtindet sind. Es fehlt die sichere Grundlage und diese ist 
eine genaue Kenntnis der Zusammensetzung des verdauten Ca- 
seins. Waren noch alle Bausteine in unveriindertem Zustand 
vorhanden? Es wurden 100 g Casein mit 5 g Pankreatin, 1 ccm 
Ammoniak und 800 ccm Wasser -+- 5 ccm Chloroform etwa 
ein halbes Jahr bei 40° verdaut. Dann wurden nochmals 5 g 
Pankreatin zugegeben und die Verdauung ein weiteres halbes 
Jahr fortgefiihrt. Nun wurde bei gelinder Temperatur in flachen 
Schalen eingedickt und dann bei 50° im Vakuum getrocknet. 
Es kann nach unseren Erfahrungen keinem Zweifel unterliegen, 
dafi unter diesen Versuchsbedingungen z. B. die Tryptophan- 
menge abgenommen hat. Voit und Zisterer geben nichts an 
liber etwaige Priifungen auf bestimmte Aminosiiuren und speziell 
auf Tryptophan. Die von Voit und Zisterer in Angriff ge- 
nommene Fragestellung wire von uns schon lingst gleichfalls 
zu losen versucht worden, wenn wir uns nicht gesagt hitten, 
dafB nur der Befund einer Gleichwertigkeit von in vollstandig 
abgebautem und in nicht abgebautem Zustand verfiittertem 
EiweiB wahrend einer langen Versuchsperiode 


') E. Voit und J. Zisterer, Bedingt die verschiedene Zusammen- 
setzung der Eiweifikérper auch einen Unterschied in threm Nahrwert? 
2. Mitteilung. Die physiologische Wertigkeit des Caseins und seiner 


Spaltungsprodukte. Zeitschrift fiir Biologie, Bd. LIH, S. 457, 1910. 








* 
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eindeutig ist. Jeder negativ ausfallende Versuch muh dem 
Einwand begegnen, daf im Verdauungsprodukt Aminosduren 
sekundiir veriindert sein kénnen.!) Vom Tryptophan wissen 
wir, dah es bei protrahierter Verdauung und speziell auch bei 
nicht sehr vorsichtigem Eindampfen (wir engen im _hiesigen 
Institut ausschlieBlich bei 40° unter vermindertem Druck so 
rasch als mdglich ein) an Menge abnimmt. Bei den von uns 
durchgefiihrten Versuchen kommt es nicht so sehr in Betracht, 
wenn auch der eine oder andere Baustein an Menge verringert 
ist, wenn nur alle Aminosiiuren, die der Organismus nicht neu- 
bilden kann, in geniigender Menge vorhanden sind. Auch im 
Darmkanal geht bei normaler Verdauung der eine oder andere 
Baustein durch Féulnisprozesse fiir die Eiweifsynthese verloren. 
Sobald wir jedoch nicht abgebautes und abgebautes Eiweili ganz 
exakt im Sinne E. Voits vergleichen wollen, so miissen wir 
absolute Gewiihr dafiir haben, dafi die beiden Priparate sich 
nur in diesem einen Punkte unterscheiden. Diese Gewihr gibt 
die Untersuchung von Voit und Zisterer nicht. Nach dem 


jetzigen Stand unserer Kenntnis der Zusammensetzung der 


Proteine und bei den uns zur Verfiigung stehenden Methoden 
zur Bestimmung der Aminosiuren ist es ganz unmdglich, die 
von Voit und Zisterer gestellte Frage?) zu entscheiden, es 
sei denn, daf eine vollstiindige Ubereinstimmung zwischen dem 
physiologischen Werte von vollstandig abgebautem und _ nicht 
abgebautem Eiweifi gefunden werde. 


') Vgl. hierzu: Emil Abderhalden, X. Mitt., Diese Zeitschrift, 
Bd. LXI, S. 194, 1909. 

*) Vgl. zu der ganzen Fragestellung auch Emil Abderhalden, 
Die Bedeutung der Verdauung der Eiweifkorper fiir deren Assimilation, 
Zentralbl. fiir Stoffwechsel- und Verdauungskrankheiten, H. 5, Nr. 24, 
S. 649, 1904 und Lehrbuch der physiologischen Chemie. 1 u. 2. Aufl. 








Uber die milchkoagulierende und proteolytische Wirkung der 
Rinder- und Kalbsmageninfusion und des natiirlichen Kalbs- 
magensaftes.') 

Von 


A. Rakoczy. 


Mit zwei Abbildungen im Text. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der kais, St.-Wladimir-Universitat in 
Kiew.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1910.) 


Wenn man die Geschichte der Frage von der Identitit 
des Pepsins und Chymosins, die bereits ungefihr 10 Jahre 
lang in der physiologischen Literatur auf der Tagesordnung 
steht, verfolgt, so lenkt folgender Umstand die Aufmerksamkeit 
auf sich. Die urspriingliche Lehre vom Labferment (Chymosin) 
als einem Ferment, das Milch koaguliert und ganz bestimmte 
andere Eigenschaften besitzt, wurde von Hammarsten?) (und 
spiiter von A. Schmidt*)) auf Grund seiner Untersuchungen 
von Mageninfusionen von Kalbern aufgestellt und weiter aus- 
gebaut, und erst in der Folge wurde die Gegenwart des neuen 
Ferments auch bei verschiedenen anderen Tieren vermerkt. 
wobei die Forscher sich mit der blofen Feststellung der milch- 
koagulierenden Fiihigkeit begniigten, ohne die diesem Ferment 
von Hammarsten zugeschriebenen Eigenschaften im einzelnen 
nachzupriifen. So entstand die dualistische Anschauung, die 
das Vorhandensein des Pepsins und Chymosins im Magen der 
meisten Tiere annimmt. Die Anhinger der Identititstheorie 


‘) Mitgeteilt am 4./I. 1910 (alt. St.) in der physiologischen Sektion 
des XII. Kongresses russischer Naturforscher und Arzte in Moskau. 

*) Hammarsten, Malys Jahresber., Bd. II, 1872, 5. 113. 

*) A. Schmidt, Ibid., Bd. IV, 1874, S. 160. 
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(Nencky und Sieber,!) Pekelharing,?) Pawlow und Pa- 
rastschuk,*) Jakoby,*) Sawitsch,®) Sawjalow,®) Gewin”) 
u. a.), von denen die selbstiindige Existenz des Chymosins 
von verschiedenen Gesichtspunkten aus geleugnet wird, gingen 
einen anderen Weg: ohne auf Alter und Art des Tieres Riick- 
sicht zu nehmen, schdpften sie ihre Hauptbeweise aus Be- 
obachtungen an den Verdauungssiften von erwachsenen Hunden 
und ergiinzten dieselben durch Versuche am Magensaft des 
Menschen (Migai und Sawitsch§)), an verschiedenen fabrik- 
miifig hergestellten Pepsin- und Labpraparaten und an Schweine- 
mageninfusionen und verallgemeinerten ihre Beobachtungen, 
dabei dem urspriinglichen Quell der Lehre vom Chymosin — 
den Magenfermenten von Kilbern®) am allerwenigsten Auf- 
merksamkeit zuwendend. Somit gehen diese beiden nur auf 
den ersten Blick einander entgegengesetzten Theorien in ihrer 
Argumentation von einem vollig verschiedenen faktischen Ma- 
terial aus. 

Die zahlreichen zugunsten der Identit&ét von Pepsin und 
Chymosin angefiihrten Beweisgriinde gehen im wesentlichen 
auf den Satz hinaus, daB die proteolytische und milch- 
koagulierende Wirkung des Magensaftes untrenn- 
bar sind und sich stets einander parallel dandern. 
Unter natiirlichen Verhaltnissen gelangt stets neben der pro- 
teolytischen auch die milchkoagulierende Wirkung zur Beob- 
achtung, wobei das quantitative Verhialtnis (die Proportionalitit) 
zwischen der Kraft beider Wirkungen, sowohl bei unter ver- 
schiedenen Versuchsbedingungen mit den Saften einer und 
derselben Tierart (Hund) angestellten Versuchen, als auch bei 


') Nencki und Sieber, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 291. 

7) Pekelharing, Ibid., Bd. XXXV, S. 30. 

‘) Pawlow und Parastschuk, Ibid., Bd. XLII, S. 415. 

*) Jakoby, Biochem. Zeitschrift, Bd. I, S. 53. 

*‘) Sawitsch, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 84. 

*) Sawjalow, Ibid., Bd. XLVI, S. 307. 

‘) Gewin, Ibid., Bd. LIV, S. 32. 

*) Migai und Sawitsch, Ibid. Bd. LXIIl, S. 408, 

*) Die Versuche von Gewin und van Dam, die Mageninfusionen 
von Kalbern betreffend, werden weiter unten besprochen werden. 
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der Vergleichung der Verdauungssafte von Tieren verschie- 
dener zoologischer Arten besténdig bleibt: 2 Siifte, die durch 
die entsprechende Verdiinnung auf ein und dieselbe Verdauungs- 
kraft gebracht wurden, koagulieren Milch ceteris paribus in 
dem gleichen Zeitraum, und umgekehrt verdauen 2 auf ein 
und dieselbe milchkoagulierende Kraft gebrachte Siifte gleich 
stark. Alle auf die Trennung dieser Fermente gerichteten 
kiinstlichen Verfahren erreichen ihr Ziel nicht, da die bei den- 
selben zur Beobachtung gelangende Vernichtung einer der 
Wirkungen durch den Einflu{8 des Reaktionsmediums bedingt 
wird und bei entsprechender Versuchsanordnung die verschwun- 
dene Wirkung sich wieder einzustellen vermag. 

Diese Satze sind wissenschaftlich begriindet und_ voll- 
kommen beweiskriéftig; sie sind aber nur in bezug auf diejenigen 
Objekte anwendbar, an denen sie erhalten wurden. Man kann 
als endgiiltig festgestellt erachten: 1. daf mit dem Pepsin und 
iiberhaupt mit allen proteolytischen Fermenten die Fihigkeit, 
Milch zu koagulieren, untrennbar verbunden ist; 2. dai im 
Magensaft des Menschen und des Hundes, wie auch in Pri- 
paraten aus Schweinemiigen und bei den Wirbellosen kein 
Chymosin (im Sinne Hammarstens) vorhanden ist und endlich 
3. daB alle bis jetzt untersuchten Labpriaparate eine mehr oder 
minder maskierte proteolytische Wirkung aufwiesen. Diese Tat- 
sachen beweisen aber noch nicht, daf das Chymosin in den 
Magen von Kalbern und anderen in dieser Richtung noch nicht 
untersuchten jungen Saugetieren nicht existiert. 

Da ich nun aus diesem Grunde die Hauptthesen Ham- 
marstens als unwiderlegt ansah, unternahm ich es, die von 
Pawlow und Parastschuk und anderen Anhingern der Iden- 
titatstheorie ausgearbeiteten Methoden auf die Erforschung der 
verdauenden und milchkoagulierenden Wirkung der Magen- 
infusionen verschiedener Tiere anzuwenden und begann meine 
Versuche mit der Untersuchung dieser Eigenschaften in den 
Mageninfusionen von Kalbern und erwachsenen Rindern; die 
Wahl gerade dieser Objekte hatte den Vorzug, dali man die 
milchkoagulierende Wirkung der Verdauungsfermente an der 
Milch eines Tieres derselben Art bestimmen konnte; denn 
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wenn das neugeborene Tier spezielle Vorrichtungen (Ferment) 
fiir die Koagulation der ihm als Nahrung dienenden Milch be- 
sitzt, so muBbten dieselben bei einer solchen Versuchsanordnung 


aufs schirfste hervortreten. 
Die Untersuchungen wurden nach folgendem Plane aus- 


gefiihrt: 

1. Vergleichung der proteolytischen und milchkoagulie- 
renden Kraft der kiinstlichen Magensifte (Mageninfusionen) 
des erwachsenen und neugeborenen (saugenden) Tieres. 

2. Untersuchung der Einwirkung langandauernder Erwiir- 
mung im Brutschrank (bei 40° C.) auf die fermentativen Kigen- 
schaften ebenderselben Siifte. 

3. Versuche, die die Trennung der Fermente bezweckten. 

Als Hauptmaterial fiir die Versuche dienten Magenschleim- 
hautinfusionen von Kiélbern und Rindern; auBerdem wurden 
einige Versuche mit Labpraéparaten (Lab-Griibler und Lab- 
Kahlbaum) angestellt: die wichtigsten Versuche wurden am 
natiirlichen Magensaft eines Kalbes nachgepriift. 


Methodik. 


Fiir die Untersuchungen wurden die Labmagen (Abomasus) von 
im Schlachthaus getéteten Tieren genommen; das Alter der erwachsenen 
Tiere war nicht genau bekannt; bei der Wahl von Kalbsmagen nahm 
ich sowohl die Gréf—e des Magens als auch die Beschaffenheit des Inhalts 
(ich wihlte nur solche, die ausschlieflich Kaésemilchschollen enthielten) 
und zum Teil die Farbe der Schleimhaut zur Richtschnur. Ich bemerkte 
niimlich, dafs die Magenschleimhaut bei sehr jungen Kalbern bleich zu 
sein pflegt, wihrend sie bei erwachsenen Tieren von rosaroter Farbe ist. 

Die Infusionen wurden nach Hammarsten’) hergestellt: die gut 
mit kaltem Wasser ausgewaschene und leicht mit Filtrierpapier abge- 
trocknete Schleimhaut des Fundusteils des Magens wurde mit einem Uhr- 
glas abgeschabt und mit 10—15 Teilen 0,2- oder 0,18°/oiger ("/s0) HCI-. 
Loésung unter Zusatz von einigen Tropfen Toluol in der Kalte (bei 2 bis 
8° C.) aufbewahrt; nach etwa 24 Stunden wurde die erhaltene Infusion 
durch Filtrierpapier filtriert und nach Zusatz einiger Tropfen Toluol in 
den Eisschrank gestellt; mitunter wurden die Infusionen steril durch den 
Tonfilter filtriert und in einem sterilen Gefaf§ aufbewahrt. Das Filtrieren 
durch einen Tonfilter schwiicht die fermentative Wirkung betrichtlich 
ab; dafiir erhalt man aber vollkommen klare Infusionen, die sich lange 


‘) Hammarsten, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 26. 
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unverandert erhalten und bei langandauernder Erwiirmung im Thermo- 
staten nicht triiben. 

Die GefafKe wurden mit strOmendem Dampf oder kochendem Wasser 
sterilisiert. 

Die proteolytische Kraft wurde nach Mett (L0O—18 und mehr 
Stunden bei 40° C.) bestimmt. Die Réhrchen wurden mit mit Glas- 
scherben geschiitteltem und durch Flanell filtriertem Hiihnereiweifs gefiillt. 
Zur Bestimmung der proteolytischen Kraft sehr schwacher Infusionen 
und ebenso in den Fallen, wo man eine Erwiirmung zu vermeiden hatte, 
gelangte mit Alkohol-Ather fixiertes und bei 40° C. getrocknetes (Sawja- 
low')) Griitznersches Fibrin-Karmin oder gewohnliches unter Glycerin 
aufbewahrtes Fibrin zur Anwendung. Die milchkoagulierende Kraft wurde 
gewohnlich bei 89—40° C. durch Zusatz von 1 cein saurer (0,2°/0 oder 
N/go-HCl) Infusion zu 10 ccm Milch bestimmt, wobei zur Kontrolle stets 
mit der entsprechenden Menge nur von Siiure allein verseltzte Milch auf- 
gestellt wurde; durch wiederholte Versuche tiberzeugte ich mich davon, 
dafs zur Fallung des Caseins aus der Milch durch die Siiurewirkung allein 
nicht weniger als 3 ccm 0,2°/oige HCL auf 10 ccm Milch erforderlich 
sind. Auferdem wurden in einigen Fallen mit ®/1o-NaOH (mit Lackmoid) 
oder mit CaCO, neutralisierte Infusionen benutzt. Fiir jede Versuchsreihe 
wurde ein und dieselbe vollkommen frische oder im Eisschrank mit 
Chloroform aufbewahrte Milchportion benutzt. Die Milch wurde stets 
von ein und derselben Kuh genommen. In einigen Versuchen wurde die 
milchkoagulierende Kraft nach dem Verfahren von Morgenrot-*)Fuld*)‘) 
bestimmt: die Infusion (0,2°/oige HCl) wurde systematisch 10, 15, 20, 
SO0mal usw. mit 0,2°/oiger HCl verdiinnt, in eine Reihe von Reagenz- 
glaschen je 10 ccm auf 8° C. abgekiihlte Milch gegossen und in jedes 


derselben je 1 ccm der verdiinnten Infusion — folglich gleiche Mengen 
HCl, aber verschiedene Fermentmengen — hinzugesetzt. Alle Reagenz- 


glaser wurden fiir '/2 Stunde in den Eisschrank (8° C.) und sodann auf 
®) Minuten in ein auf 40° C. temperiertes Wasserbad gestellt, worauf das 
Verdiinnungsmaximum (resp. das Minimum an Fermentgehalt), bei welchem 
unter den gegebenen Bedingungen die Milchkoagulation noch erfolgt, fest- 
gestellt wurde. Diese Methode ist ihrer Priizision halber sehr empfehlens- 
wert, erfordert aber leider sehr viel Zeit und erweist sich daher in 
denjenigen Fallen, wo man gendtigt ist, gleichzeitig eine gréfere Anzahl 
von gleichartigen Bestimmungen auszufiihren, als unanwendbar. 


Lc. S. 319. 

*) Morgenroth, Zentralbl. f. Bakteriol., Bd. XXVI, 5S. 346. 

3) Fuld, Hofmeisters Beitr., Bd. II, S. 169. — Miinch. med. Wochen- 
schrift, 1902, S. 465. 

*) Becker, Hofmeisters Beitr., Bd. VII, S. 89. 
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I. Das Verhaltnis zwischen proteolytischer und milchkoagulierender 
Wirkung in Abhangigkeit vom Alter. 


Wie bereits erwahnt, muff laut der Lehre der Unitarier 
die Proportionalitaét zwischen der milchkoagulierenden und pro- 
teolytischen Kraft sowohl in den Grenzen einer und derselben 
Tierart, als auch bei der Vergleichung der Verdauungssiifte 
von Tieren verschiedener zoologischer Arten erhalten bleiben. 
Pawlow und Parastschuk und spéter Sawitsch haben das 
an den auf verschiedenartige Nahrung hin, oder aus den ver- 
schiedenen Teilen des Verdauungstraktus abgesonderten Ver- 
dauungssiiften des Hundes gezeigt. Migai und Sawitsch 
vermerkten die gleiche Proportionalitaét im Magensaft des Hundes 
und des Menschen und Sellier!) hat das Vorhandensein dieser 
Proportionalitét bei verschiedenen Arten von wirbellosen Meer- 
tieren beobachtet. 

Im Widerspruch zu diesen Angaben fiihrt Hammarsten?) 
eine Reihe von Beispielen an, die das Fehlen der Propor- 
tionalitét beider Wirkungen in Mageninfusionen von Kiilbern, 
Pferden, Hiihnern und Hechten beweisen. 

Die Verminderung der milchkoagulierenden Fiahigkeit der 
Mageninfusionen von Wiederkiiuern mit dem Alter ist liingst 
bekannt (Fuld*), und in der Technik benutzt man zur Be- 
reitung von Labpraparaten die Magen gerade von Kialbern und 
nicht von erwachsenen Tieren. 

Die folgenden Zahlendaten zeigen, dafi das Verhiltnis 
zwischen beiden Wirkungen in Mageninfusionen von Kiilbern 
und KRindern ein verschiedenes ist. Zum Vergleich wurden in 
gleicher Weise hergestellte Infusionen genommen; die milch- 
koagulierende Kraft wurde durch Zusatz von 1 ccm saurer 
Infusion zu 10 ecm Milch bei 40° C bestimmt. 


I. Infusionen 1:10 (0,2°/oige HCl): 


Rinderinfus. koag. 7” |  verd. (16 Stunden) 11,25 mm 
Kalbsinfus. >» <€ 6" | » (16 > ) 3S » 


') Sellier, Compt. rend. soc. biol., Bd. LXVII, S. 237. 
*) Hammarsten, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, 5S. 26. 
*) Fuld, Ergebn. d. Physiol., Bd. I, 5S. 473. 
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II. Infusionen 1: 10 (0,2°/oige HCl): 


Rinderinfus. koag. 120’ verd. (16 Stunden) 11,0 mm 
Kalbsinfus. » fast momentan » (16 > ) 7,5 » 
III. Infusionen 1: 10 ("/20-HCl): 
Rinderinfus. koag. 135“ | verd. (18 Stunden) 6,5 mm 
Kalbsinfus. >» §—10” » (18 >» )66 » 


IV. Infusionen ("/20-HCl) mit ®/20-HCl bis zu gleicher Ver- 
dauungskraft verdiinnt :') 

Rinderinfus. koag. 8’ == 480” | verd. (16 Stunden) 1,0 mm 
Kalbsinfus. >» gf == 20" | >» (16 » )10 » 

V. Infusionen ("/20-HCl) durch ein Tonfilter filtriert und 
mit "/eo-HCl bis zu gleicher Verdauungskraft verdiinnt: 
Rinderinfus. koag. 5'/2/ = 330” | verd. (14 Stunden) 4,0 mm 
Kalbsinfus. > < 10” | » (14 » )41 >» 

VI. Infusionen (" 20-HCl) mit ®/20-HCl bis zu gleicher Ver- 
dauungskraft verdiinnt; zur Ausgleichung der Quantitiiten von 
Beimengungen, die etwa beschleunigend oder hemmend auf die 
Wirkung der Fermente einzuwirken vermochten, zur Rinder- 
infusion ein gleiches Volumen auf 90° (bis zu volliger Vernich- 
tung der Fermente) erhitzte Kalbsinfusion hinzugesetzt und 
umgekehrt: 

Rinderinfus, (++ erh. K) koag. 10° = 600” | verd. (14 S5iunden) 3,0 mm 
Kalbsinfus. (+ » R) » <10”| » (14 » )29 

VII. Dasselbe, nur die Infusionen mit "/20-HCl bis zu 
fast gleicher milchkoagulierender Wirkung verdiinnt: 
Rinderinfus. (-++ erh. K) koag. 12‘ = 720” | verd. (10 Stunden) 2,0 mm 
Kalbsinfus. (+ » R) » 8! = 480” | >» (10 » )O >» 

Die angefiihrten Beispiele zeigen, dab es inden Grenzen 
einer und derselben Tierart keine Proportionalitat 
zwischen der milchkoagulierenden und proteolytischen 
Wirkung gibt — beim jungen Tiere herrscht die milchkoagu- 
lierende, beim erwachsenen die proteolytische vor. Bei gleicher 
Verdauungswirkung zeigt die Kalbsinfusion eine um ca. 20—60 
mal gréSere milchkoagulierende Kraft als die Rinderinfusion. 





') Beim Verdiinnen nahm ich das(Schiitz-Borissowsche) Quadrat- 
wurzelgesetz zur Richtschnur. 
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II. Der EinfluB langdauernder Erwarmung im Brutschrank 
bei 39—40°. 


Diese Frage stellt einen der am meisten verwickelten 
Punkte in der Lehre von den Magensaftfermenten dar. Nach 
Hammarsten wird das Chymosin des Kalbsmagens nach 
2-tiigigem Erwirmen der sauren Infusion bei 39—40° zerstért, 
wiihrend das Pepsin fast unverindert bleibt. Pawlow und 
Parastschuk und spiiter Sawitsch bewahrten natiirlichen 
Magensaft vom Hunde lange Zeit hindurch (mehr als 1 Monat) 
im Brutschrank auf und fanden, dai beide Wirkungen — die 
proteolytische und milchkoagulierende — parallel abnehmen und 
gleichzeitig endgiiltig vernichtet werden, woraus sie schlossen, 
dali das Chymosin tiberhaupt nicht gesondert vom Pepsin zer- 
stort werden kann; diese Versuche haben eine der Hauptstiitzen 
fiir den Aufbau der Identitétstheorie abgegeben. Von den 
iibrigen Forschern haben Bang!) und Schmidt-Nielsen?) an 
Kalbsmageninfusionen die Hammarstenschen Ergebnisse 
bestiitigt, wiihrend andere, wie z. b. Jakoby, Fuld, Gewin 
u. a.m. zu negativen Resultaten gelangten. Zur kritischen Be- 
sprechung dieser Untersuchungen werde ich nach der Darlegung 
meiner eigenen Versuche schreiten. 

Die Infusionen wurden in eine Reihe von sterilen Erlenmeyerschen 
Kélbchen gegossen, die verkorkt und in den Brutschrank bei einer Tem- 
peratur von 39—40° C. gestellt wurden. Nach einer bestimmten Zeil 
12—24 Stunden) wurde je ein Kolben hervorgeholt. Um den Einfluf 
von Zufilligkeiten auszuschliefen, wurden alle dem Brutschrank entnom- 
menen Kélbchen im Eisschrank aufbewahrt und die Bestimmungen der 
fermentativen Kraft aller Portionen gleichzeitig vorgenommen. Nach der 
Bestimmung der milchkoagulierenden Kraft samtlicher Portionen wurden 
Mettsche Réhrchen zwecks Feststellung der Verdauungsfahigkeit in die 
Kolbchen gebracht. 


VII. Rinderinfusion (0,18°/o HCl): 


') Bang, Pfliigers Archiv, Bd. LXXIX, S. 425. 
*) Schmidt-Nielsen, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 92. 
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ee Milchkoagulierende Wirkung Proteolytische Wirkung 
der Gerinnungs- ‘Relative | Verdaut | Quadrat | Relative 
Erwarmung Ferment- fin 12 Std.) Ferment- 
zeit menge mm | mm | menge 
0 Stunden [| 2'/2’ = 150” 4,4 38 | 144 1,44 
a 3° = 180” 3,66 40 | 16,0 1.6 
48 > 4 == 240" 2,72 36 | 13,0 1,3 
72» fil’ =660" 1,0 32 | 101 1,0 








IX. Rinderinfusion (0,2°/o HCl): 











Milchkoagulierende Wirkung Proteolytische Wirkung 
Dauer|— vie en warn ee . 
Mit CaCO, Ver | eciiae, 
der | Saure (0,2°/oige) Infusion | neutralisierte fates 
7." Infusion daut | | tive 
| ae RTE a —=—=« Cs 
Gerin-| Relat. Rel. Ferment-] Geyjn- Relat.| = in | Fer- 
mung _| Fer- | menge nach _| Fer- Deak 
nungs |ment-| Morgen- nungs Povet 16 Std. | ment 
Std. ] Zeit |menge roth- Fuld‘) zeit imenge] mm | mm _ menge 
, | ei oe ; | : we 
0 7 | 8 | 79 27” | 11,0 | 11,25; 126 | 7,9 
24 | 20” | 30 | 50 40-75 1105 |) 110 69 
| ™ . 
48 16° | 3,7 | 50 60% 5,0 9,5 90 5,6 
| | 
72 30” | 2,0 | 30 120” | 25 9,75 95 5,9 
96 | 35°) 1,7 | 25 120”; 251 7,5 | 56 | 3,1 
144 60” | 1,0 | 10 300” | 1 40 16 1 











In diesen 2 Versuchen ist der Unterschied im Erlischen 
beider Wirkungen recht geringfiigig,?) was mit den von Paw- 
low und Parastschuk am Magensaft des Hundes erhaltenen 


Ergebnissen iibereinstimmt. 
Etwas ganz anderes wird bei den Kalbsmageninfusionen 


beobachtet. 





') Die Verdiinnung, bei der 1 ccm saurer Fermentlésung 10 cem 
Milch nach vorausgegangener ‘/2stiindiger Einwirkung in der Kilte (bei 
8° C.) in 5 Minuten bei 40° C. koaguliert. 

2) Die verhaltnismifig kleinen Unterschiede lassen sich teilweise 
durch Beobachtungsfehler, hauptsichlich aber durch die Unvollkommen- 
heiten der Methodik der quantitativen Fermentbestimmung erkliren. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXVIII. 28 
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X. Kalbsinfusion (0,2°/o HCl): 
Dauer Milchkoagulierende Wirkung Proteolytische Wirkung 
der Saure (0,2°/o HCl) Mit CaCO, neu- | Ver- | Rela- 
Erwitr- Infusion tralisierte Infusion | daut | tive 
mung Quadra Fer- 
bei 409 Koagu- Relative | Koagu- Relative |4p woe 
in Std  °_ Ferment- _ Ferment- 16 Std. | selena 
: iS lationszeit menge lationszeit menge in mm mm menge 
0 7! ‘164.0 20” | 180.0 40 160 | 2,78 
12 La’ 25,4 90” | 40,0 40 | 160 | 2,78 
| | 
24 180‘ 6.3 1260” | 2,9 3,7 13,6 | 2,36 
6 270" 1.2 | 3600” | 10 84 | 11,6 | 20 
48 330// 35 1>5 3&8. -— 3,0 9,0 1,56 
72 1140” 1,0 — —~ 24 5,76 1.0 
120 3 St. — —- | = 0,4 0146; — 
; 
{S2 3 » wee = = — — a 





XI. Kalbsinfusion 








(0,2°/o HCl): 























Dauer Milchkoagulierende Wirkung Proteolyt. Wirkung 
der Nit Cal - spe »]4- 
erway] Saure (0.2% HCI) Infusion Mit CaCO, neu-| Ver | Rela 
TWSE- tralisierte Infus.] daut . Qua- | tive 
mung | . sa gi in | drat | Fer- 
he; 40°] Koagu- Relative) Nach |Koagu-) Relative 16 Std ei manny 
n Stq [@tions- Ferment- Morgen-jlations- Ferment-[> ~ 
sais zeit menge roth-Fuld]| zeit | menge | mm | mm_ Menge 
0 | <5” 5230 200 30” | 44 35 | 121 | 121 
12 2()/ 60 20) 165” | 8 -— — _ 
24 75” 16 16 560” | 236 1 30 , 90, 90 
6) 120’ 10 8 1320” | 1 — coat 
48 | 120” 10 s }>2St; — 21 | 44 | 44 
60 300” | 4,0 9) —- | = _-_ | — —- 
46 11200” 1,0 8 — {|-- 1,0 1,0 | 10 
120 -— 1 — | ns ~— mate 
144 118007 0.66; — Pat oo oe 
Auf den Tabellen X und XI fallt die Verdauungskratt 


langsam und gleichméafig, wahrend die milchkoagulierende sich 
im Verlauf der ersten 2 Tage um mehr als 25 mal verringert 
und sodann beginnt analog der verdauenden langsam zu fallen; 
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wenn man aber zur Bestimmung der milchkoagulierenden Kraft 
mit CaCO, neutralisierte Infusion verwendet, so erweist sich 
die letztere nach 2-tigiger Erwiirmung als unwirksam. 

Der EinflujB der Erwirmung tritt noch anschaulicher her- 
vor, wenn man die Kesultate des Versuchs graphisch dar- 
stellt: Auf der Abszissenachse die Erwiarmungszeiten in Stunden, 
auf der Ordinatenachse — die relativen Fermentquantitiiten ver- 
zeichnet, die fiir die milchkoagulierende Wirkung nach dem 
Zeitgesetz, fiir die Verdauungswirkung nach dem Quadratwurzel- 
sesetz berechnet wurden, indem man als Einheit die Ferment- 
menge zu Ende des Versuchs annahm. 

Die Rinderinfu- 


sion (Figur 1 ' — 
( . ) Fig | Rindecmageninfusion (Versuch Vil ) 
zeigt ein fast par- J = 


Ce ee 


alleles Fallen bei- 
der Wirkungen; 
in der Kalbsinfu- 
sion (Figur 2) 
springt das Fehlen 
des Parallelismus 
scharf in die Au- 


NGO 


—— +} - > -- + 
i 


Relative Fermenineé 
ote S&H Auwos 








— 
gen: die proteo- 0 ©6? ma 36 th OO @® 
lvtische Kraft Eroarmungszellae we Stunden 
sinkt gleichmabig, 


wiihrend die milchkoagulierende im Laufe der ersten 2 Tage 
sehr schnell fallt und beginnend mit dem 3. langsam, fast 
parallel der proteolytischen sinkt; die Kurve der proteolytischen 
Wirkung niéhert sich einer wenig geneigten Geraden, die der 
milchkoagulierenden erinnert an eine auf Assymptoten bezo- 
gene Hyperbel. Solche Versuche wurden von mir vielmals 
mit verschiedenen Infusionen und auch mit einer sauren LOsung 
("/20-HCl) von Griiblerschem Labpulver wiederholt. Die ab- 
soluten GréBenwerte der Abnahme der milchkoagulierenden Kraft 
von Kalbsinfusionen variierten unbedeutend, vielleicht in Ab- 
haingigkeit vom Alter der Tiere und von gewissen anderen Ver- 
suchsbedingungen; ebenso wurde in Rinderinfusionen mitunter 


eine gewisse Stérung der Proportionalitiit beobachtet, die der- 
28* 
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rq 2. Kafhomageninfusion. (VeoucvX) —_jenigen der Kalbs- 

poe | 7  infusionen analog, 

| aber nur in viel 

| geringerem Grade 

| ausgepragt war; 

| | | die endgiiltige 
| 
| 








Vernichtung bei- 
der Wirkungen 
| erfolgte mitunter 
| gleichzeitig, mit- 
| | unter jedoch ge- 
| | lang es, die eine 
oder die andere 
linger zu verfol- 
gen, was augen- 
scheinlich von der 























S | Empfindlichkeit 
8 | der angewandten 
S | Untersuchungs- 
S19 methoden abhing. 
B a | | | Der Charakter der 
$ : | | Kurven _ blieb 
cee ee a OS ne . | trotzdem im all- 
0 2g & 3 & op  % gemeinen der 
LEroarmungszeitar in Stunden gleiche: in der 


Rinderinfusion fielen beide Wirkungen mehr oder minder 
parallel, dagegen sank in der Kalbsinfusion und in Lésungen 
von Labpriaparaten die proteolytische langsam und gleichmabig, 
die milchkoagulierende — in der Hyperbel. Diese Versuche') 


') Gegen die beschriebene Versuchsanordnung 1aft sich ein wesent- 
licher Einwand erheben: Zur Bestimmung der Verdauungskraft wurde 
das Mettsche Verfahren benutzt, das eine Erwaérmung im Verlaufe von 
12—16 Stunden verlangt; folglich gestattet das erwahnte Verfahren im 
Grunde genommen iiberhaupt nicht, die eiweif'verdauende Kraft einer gar 
nicht erwirmten Infusion zu bestimmen; indessen kommt einer solchen 
Bestimmung im gegebenen Falle eine gewisse Bedeutung zu, da die milch- 
koagulierende Kraft gerade in den ersten 12—24 Stunden der Erwarmung 
besonders stark abnimmt. Deshalb wurden zur Kontrolle gesondert Ver- 
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stimmen bereits nicht mehr mit der Identititstheorie iiberein 
und bestitigen in vollem Umfange die Ergebnisse von Ham- 
marsten, Schmidt-Nielsen und Bang. Wenn wir an- 
nehmen, dai das Pepsin an und fiir sich stets eine 
milchkoagulierende Fihigkeit besitzt, was auch von den 
Anhdngern der Dualititstheorie nicht geleugnet wird, und 
wenn wir gleichzeitig das Vorhandensein von Chy- 
mosin mit den ihm von Hammarsten zugeschriebenen Kigen- 
schaften in der Kalbsinfusion zugeben, so erklirt sich 
die ganze Erscheinung sehr einfach: die von der Kalbs- 
infusion hervorgerufene Milchgerinnung wird durch 
die Wirkung zweier Fermente — des Pepsins und 
des Chymosins bedingt; im Verlaufe der ersten Tage der 
Erwarmung wird das Chymosin zerstért und es bleibt nur das 
Pepsin allein iibrig, dessen milchkoagulierende Kraft nun parallel 
der proteolytischen zu fallen beginnt. In der Rinderinfusion 
ist kein Chymosin oder nur sehr wenig davon vorhanden und 
hier ist die Milchgerinnung hauptsichlich durch die Wirkung 
des Pepsins bedingt, weshalb beim Erwiirmen beide Wirkungen 
fast parallel sinken. 

Ist eine solche Erklirung richtig, so miissen zwei kiinst- 
liche Magensafte — Kalbs- und Rinderinfusion — von gleicher 
Verdauungswirkung nach der Zerstorung des Chymosins in der 
Kalbsinfusion, d. h. nach 2—stiagiger Erwiirmung im Brut- 
schrank, die gleiche milchkoagulierende Kraft zeigen. 

XII. Infusionen " 20-HCl (vgl. Vers. IV): 

Rinderinf, koag. 8’ verd. (16 St.) 1,0 mm | nach 45st. Erw. b. 40° C. koag. 31’ 
Kalbsinf. » 20” » (16>)10 >» | » > > > >» 24! 

XIII. Infusionen (0,2°/o HCl). 

Rinderinfus. koag. 155” verd. (12 St.) 3,8mm_ nach 72st. Erw. koag. 11’ 
Kalbsinfus. » < 10% » (12 »>»)44 » | » > > >» 9/9 

XIV. Infusionen ("/20-HCl) durch ein Tonfilter _filtriert; 
zur Rinderinfusion ein gleiches Volumen gekochte Kalbsinfusion 
zugesetzt und umgekehrt: 








suche mit der Verdauung von Fibrin und Fibrinkarmin bei Zimmer- 
temperatur angestellt. Diese Versuche haben gezeigt, daf\ im Laufe der 
ersten 12 Stunden die Verdauungskraft der Kalbsinfusion nicht im ge- 
ringsten abnimmt, sondern sich mitunter sogar etwas steigert (Aktivierung). 
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Rinderinfus. koag. 150’ verd, (12 St.) 3,6 mm | nach 60st. Erw. koag. 
Kalbsinfus. . 10 » (12 >)36 » | » » > ’ 
Die angefiihrten Beispiele bestatigen die gegebene Er- 
klarung: das Chymosin wird im Laufe der ersten 2—3 Tage 
der Erwarmung zerstOrt; in beiden miteinander zu vergleichen- 
den Infusionen bleiben gleiche Pepsinmengen tbrig und die 
Koagulationszeiten nihern sich einander — es tritt eine Pro- 
portionalitiit beider Wirkungen auf, die vor der Erhitzung nicht 


bestanden hatte. 


oe 
ri 
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Von derselben Annahme ausgehend, kann man ferner 
erwarten, daf} zwischen der milchkoagulierenden Wirkung der 
Kalbs- und Rinderinfusion die gleichen Unterschiede zur Be- 
obachtung gelangen werden, die zwischen der Koagulation 
durch Chymosin und Pepsin bestehen. Nach Hammarsten 
liegt der Hauptunterschied darin, dah das Pepsin nur bei saurer 
teaktion Milch koaguliert, wahrend das Chymosin seine Wir- 
kung bei neutraler und sogar bei schwach alkalischer Reaktion 
entfaltet. Nach den von Bang!) im Hammarstenschen Labo- 
ratorium angestellten Untersuchungen hat sich herausgestellt. 
daf die Pepsinpriiparate auch bei Neutralisation Milchgerinnung 
hervorrufen, daf sie aber viel empfindlicher der Neutralisation 
gegentiber sind als das Chymosin, in hohem Grade durch CaCl, 
aktiviert werden, widerstandsfiihiger gegen Erhitzung sind und 
in verhiltnismiibig geringen Verdiinnungen vom Zeitgesetz ab- 
weichen. Bang schreibt diese Eigenschaften nicht dem Pepsin 
selbst, sondern einem von ihm entdeckten Ferment — dem 
Parachymosin, zu, das seiner Meinung nach in allen kauflichen 
Pepsinpraparaten, sowie im Magen des Schweines und des 
Menschen enthalten ist. Ohne einstweilen die Frage von der 
Selbstiindigkeit des Parachymosins zu beriihren, werde ich im 
folgenden mit diesem Namen die milchkoagulierende Wirkung 
des Pepsins zum Unterschiede von der des Chymosins_ be- 


zeichnen. 
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Zu den Versuchen wurden durch ein Tonfilter filtrierte 
Kalbs- und Rinderinfusionen ("/20-HCl) genommen; dieselben 
wurden mit "/20-HCl bis zu fast gleicher Koagulationszeit ver- 
diinnt, sodann zu jeder derselben ein gleiches Volumen der 
anderen bei 90° (bis zu vOlliger Vernichtung der Fermente) er- 
hitzten Infusion hinzugesetzt, so daB die Aciditiit der zu ver- 
gleichenden Infusionen, sowie der Gehalt derselben an Salzen 
und anderen Beimengungen vollkommen gleich waren. Zu je 
5cem Milch wurden bestimmte Mengen " 10-NaOH, oder ™ 20-HCI, 
oder CaCl, und sodann je 0,5 ccm saure (®/20-HCI) Infusion 
hinzugefiigt. 


XV. Einflu& der Neutralisation. 








— Gerinnungszeit 
Milch ; ———— 
ecm Rinderinfus. Kalbsinfusion 
co ne eo Q,5 36” 38” 
5 -+- 0,25 ccm 9/10-NaOH + 0,5 14,5/ 3,75 
5 » +04 > » ! 0.5 4! 5! 








Der Zusatz von NaOH zur Milch ceteris paribus hemmt 
in stiirkerem Mafe die Koagulation durch Rinderinfusion. 


XVI. EinfluB der HCl. 


Zur Untersuchung der beschleunigenden Wirkung der HC] 
(und des CaCl,) waren diese Infusionen nicht geeignet, da sie 
an und fiir sich zu kurze Koagulationszeiten gaben. Deshalb 
wurden sie verdiinnt: zur Rinderinfusion wurde noch einmal 
ein gleiches Volumen gekochte Kalbsinfusion hinzugesetzt und 
umgekehrt; im zweiten Versuch wurde jede der auf solche 
Weise erhaltenen Lésungen noch 10 mal mit "/20-HC! verdtinnt : 

Die so erhaltenen Losungen wiesen folgende Wirkungen auf: 


Rinderinfusion. . . . koag. 80” verd. in 12 Stunden 5,5 mm 
Kalbsinfusion .... » 7d” | > » 12 . 025 >» 
Rinderinfus. 10mal verd. » 19’ > » > 1,4 


Kalbsinfus. » . = » » 12 > 0 . 
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, Saure Infusion] ___ Gerinnungszeit 
Milch iacadeni 
ccm Rinderinfus. |Kalbsinfusion 
{ 
Ts. a ee ae 0.5 80’ 75” 
5 » -+- OF com M/eo-HC] + 0,5 20” | 31” 
Dieselben Infusionen noch 
{0mal mit ®/20-HCl verdiinnt 
CCM . wt 6 ee 6 ee 0,5 19’ | 13’ 
& » -+ 0 cem 4/20-HC] + 0,5 3’ | 0,5' 








Die beschleunigende Wirkung der HCl ist in der Rinder- 
infusion schirfer ausgepragt als in der Kalbsinfusion. 
XVII. EinfluB des CaCl,,. 
Die gleichen Infusionen wie im vorhergehenden Versuch; 
die hinzugesetzte CaCl,-Menge ist in Prozenten seines Gehalts 
in der Milch angegeben: 


























. a Gerinnungszeit 
Milch aimee iceman 
ecm Rinderinfus. Kalbsinfusion 

) ecm ~+ 0,5 80’ | 75” 

5 » mit 0,05%Jo CaCl, + 0,5 23 | 32” 

5 >» >» 01% » A 0,5 12” | Qi” 
Dieselben Lésungen noch 
10mal mit ®/20-HC]l verdiinnt 

Bik Ain ew eae .+ 0,5 19’ 13’ 

5 » mit O1°% CaCl, + 0,5 110“ 180” 

5 > » 015% » es 0,5 55! 140” 

5b >» » 02% 2 ot 0,5 43 91“ 











Der Zusatz von 0,05—0,2°/o CaCl, zur Milch erhoht in 


stiirkerem Mage die milchkoagulierende ‘Wirkung der sauren 


(" 20-HCI) Rinderinfusion. 
XVIII. Einflu8 von CaCl, auf die Milchkoagulation durch 


mit NaOH (mit Lackmoid) neutralisierte Infusionen : 











Mit /:0-NaOH Gerinnungszeit 
Milch noutrelis. Lien 
ecm Rinderinfus. | Kalbsinfusion 
5b ecm oe | 2 90/ | 13’ 
i » mit 0,05°%o CaCl, + 2 45/ | 4,5' 
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Die gleiche Wirkung wie in Versuch XVII hat das CaCl, 
also auch bei der Koagulation durch neutralisierte Infusionen. 


XIX. Einflub der Verdiinnung (Zeitgesetz). 


Die Infusionen (XV) 2, 4 und mehrmals mit " 2.-HCl ver- 
diinnt; Koagulation erreicht durch Zusatz von 0,5 ecm saurer 
Infusion zu 5 ccm Milch; folglich bestiindige Siiuremenge, ver- 
schiedene Fermentmenge : 

















Saure , Rinderinfusion Kalbsinfusion 
Milch |Ferment-} Yer nae Sirsa seat ee 

lésung diinnung __ Koagulationszeit Koagulationszeil 

ccm beobacht. berechnet] beobacht. berechnet 
5 ecm +- (0),5 — i 31 35” 39 
dS » + 0,5 2 mal 50” 652 70“ 70 
5b » + 0,5 4 98” | 124 123 140 
a >» + 0,5 8 » 210“ 248 215” | 280 
5 >» +] 05 16 >» 540" 496 450% | 560 
5 >» +] 05 | 32 > 1980 992 | 1200" 1120 
do» + 0,5 64 > >10Std., 1984 2640 22-4) 














Die Rinderinfusion gibt schon bei einer Verdiinnung von 
32mal eine merkliche Abweichung vom Zeitgesetz und versagt 
bei einer solechen von 64mal ganz. 


XX. Der Unterschied zwischen Rinder- und Kalbsinfusion 
tritt noch schirfer hervor, wenn man die Ferment- und HCI- 
Menge gleichzeitig verringert. Zu gleichen Milchmengen (5 ccm) 
wurden verschiedene Mengen von sauren Infusionen hinzugesetzt, 
wodurch die vorerwihnte Verringerung erhalten wurde: 








Milch Saure Infusion | Rests. nese 
ccm Rinderinfusion Kalbsinfusion 
5 ccm + 1 95“ 110” 
& + + 0,5 12’ | 8! 
5 s + 0,25 80! | 30° 
‘ « & 0,16 330! | 68° 
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Der Einflu8 der Erwiirmung auf die milchkoagulierende 
Kraft der Rinder- und Kalbsinfusion ist durch die oben aufge- 
fiihrten Versuche (VIII—XI) gentigend klargestellt worden. ') 
Somit unterscheidet sich die Rinderinfusion durch den Cha- 
rakter ihrer milchkoagulierenden Wirkung betrachtlich von der 
Kalbsinfusion und zeigt die Eigenschaften des Para- 
chymosins. 


Wenn die Kalbsinfusion bei der Erwirmung im Brut- 
schrank im Laufe der ersten Tage all ihr Chymosin einbiibt, 
wiihrend der gréBte Teil ihres Pepsins unverandert bleibt, so 
mul} eine solche erwarmte Kalbsinfusion nun die Eigenschaften 
des Parachymosins, éhnlich wie die Rinderinfusion, besitzen. 
Die folgenden Versuche bestiétigen diese Annahme: Kalbs- 
infusion (1: 10 "/20-HCl) koaguliert 5—10, verdaut 6,6 mm. 
In den Brutsechrank gestellt; koaguliert nach 20 Stunden 22“, 
nach 44 Stunden 50, nach 60 Stunden 170“, nach 84 Stunden 5‘. 
Ein Teil der nicht erwiirmten Infusion wird mit gekechter In- 
fusion bis zur Koagulationskraft der 84 Stunden erwarmten (5‘) 
verdiinnt. Man erhilt zwei LoOsungen, die eine gleiche Menge 
Keimengungen und Siure enthalten und eine gleiche milch- 
koagulierende Wirkung bei Zusatz von 0,5 cem saurer Infusion 
zu )eem Milech besitzen. 

Die Ergebnisse der Vergleichung dieser Lésungen sind 
auf Tabelle XXI dargestellt: 


') Die Beschreibung der Versuche mit der Erhitzung von mittels 
NaOH (Lackmoid) neutralisierten Infusionen auf 70°C. (nach Bang) gebe 
ich hier nicht und will nur bemerken, dafs es mir, ebenso wie Gewin, 
sogar nicht gelungen ist, pepsinfreies Parachymosin aus Pepsinpriparaten 
(Griibler) zu erhalten, und daf diese Versuche beim Vergleich von 
Rinder- und Kalbsinfusionen unklare und nicht selten einander wider- 
sprechende Resultate ergaben. Eine eingehendere Besprechung dieser 
Versuche (in Verbindung mit den Untersuchungen von Pawlow und 
Parastschuk und Tichomirow beziiglich der Einwirkung von Alkalien 
auf das Pepsin) wiirde sich hauptsichlich mit der Frage von der Iden- 
titiit des Pepsins und Parachymosins zu befassen haben und damit tiber 
den Rahmen der gegenwiirtigen Abhandlung hinausgehen. 





Uber Rinder- und Kalbsmageninfusion usw. 


XXII. 








Koagulationszeit 





Saure Infusion 


cem Nicht erwairmt Erwirmt 





5deem . ee se wee oO 5/ = 300” j = 300” 


. £e eee % oe 55“ oe” 
» --0,1eem®/1o-NaOH 5 8.5’= 510” | 9,5’= 570” 
» +0,2 >» a 5 20° = 1200" 26’ = 1560" 
mit 0,025°/o CaCl, f 65” 44" 
0,050 > F 60" 37" 








» 0,1 9 » ¥; 484 Orv 


Der gleiche Versuch mit schwicherer Infusion (1 : 50 
n's0-HCl): koaguliert 25", verdaut 2,8mm; nach 60stiindigem 
Erwiirmen koaguliert 46’. Nicht erwirmte Infusion mit gekochter 
(80mal) verdinnt, ergab Koagulation in 25’, 


XXII. 








. Koagulationszeit 
' Saure Infusion 
Milch eee 


ccm Nicht erwiairmt Erwarmt 





SOOM «ec eee ce tc 25’ 46‘ 


‘y - . - . ‘ ° e ° = ) : dD 
-+- 0,5 com ®/20-HC] + 


| 
-t 1,5 » >» aa 


i 


! 


mit 0,05°/0 CaCl, + 

>» 0,1°%o > 0,5 

Auf diesen 2 Tabellen (XXI u. XXII) tritt das verschie- 
dene Verhalten der nicht erwiirmten und erwarmten Infusion 
zur HCl, zur Neutralisation und zum CaCl, deutlich hervor; 
in der ersteren (nicht erwairmten) lassen sich die Kigenschaften 
des Chymosins, in der letzteren die des Parachymosins ver- 
merken; somit bestétigt sich also noch einmal, dab in der 
Kalbsinfusion 2 milchkoagulierende Fermente — das 
Chymosin und Pepsin (Parachymosin) vorhanden sind, 
wihrend in der Rinderinfusion das Pepsin (Parachy- 
mosin) allein die Hauptrolle spielt. 
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Die angefiihrten Versuche beweisen zwar die Selbstindig- 
keit der Wirkung des Chymosins in Kalbsinfusionen, es ist 
jedoch moglich, daB dasselbe in Ubereinstimmung mit der Hypo- 
these von Nencki und Sieber die Seitenkette einer Riesen- 
fermentmolekel darstellt; diese Seitenkette wird unter gewissen 
Bedingungen (bei Erhitzung, ebenso mit dem Alter — infolge 
Verinderung der Lebensweise und Erniihrung) zerstort, wahrend 
der tibrige Teil der Molekel (Pepsin) fortfiihrt zu existieren. 

Die von mir erhaltenen Resultate stimmen vollkommen 
mit den Ergebnissen von Hammarsten, Bang, Schmidt- 
Nielsen und Herzog!) tiberein. Schmidt-Nielsen verglich 
die proteolytische Wirkung 1—3 Tage lang erwarmter und nicht 
erwiirmter Kalbsinfusion, die auf die gleiche milchkoagulierende 
Kraft gebracht worden waren, und fand, daf die erwirmte 
Infusion eine gréfere Verdauungskraft und eine gréfere Emp- 
findlichkeit gegen Ansiiuerung mit HCl ergab. 

Herzog untersuchte die hemmende Wirkung des Asca- 
ridensaftes (Antipepsin) auf Lab- und Pepsinpriiparate und 
konnte in den ersten Versuchen keine hemmende Wirkung 
des Antipepsins auf die Milchkoagulation durch Lab vermerken, 
wiihrend die Koagulation durch Pepsin deutlich verzogert wurde ; 
in einer neuen Versuchsreihe erhielt er eine schwache hem- 
mende Wirkung auch auf die Koagulation durch Lab und gelangte 
zu dem Schlusse von der Indentitaét beider Fermente. Wenn 
wir annehmen, dai die Koagulation durch Kalbsmageninfusionen 
(oder Labpriiparate) von der Wirkung. des Pepsins und Chymo- 
sins bedingt wird, so muB der Ascaridensaft (Antipepsin) eben 
gerade eine geringfiigige hemmende Wirkung ausiiben, 
entsprechend dem Pepsingehalt der Labpraparate. 

Jakoby hat zu kurzdauernde (10 Min.) Erhitzungsversuche 
‘bei 43—44° C. und bei 50—52° C.) angestellt und fiihrt keine 
ausfiihrlichen Protokolle auf. 

Was die Versuche von Gewin anbelangt, der zur Ge- 
winnung der Fermente das Pekelharingsche Verfahren be- 
nutzte, so sind dieselben, ebenso wie die Versuche der anderen 








') Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 306. 
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Unitarier, soweit es sich um die Identitét beider Wirkungen 
in Pepsinpraparaten (Parachymosin), die im gegebenen Falle 
aus Schweinemagen erhalten worden waren, handelt, durchaus 
iiberzeugend, beweisen aber nichts fiir das Nichtvorhandensein 
des Chymosins im Kalbsmagen; schon allein das 5 tiigige Dige- 
rieren bei 37° C. mute den gréBten Teil des in dem letzteren 
enthaltenen Chymosins vernichten; die hierauf zwecks Reinigung 
und Fallung zur Anwendung gelangende Dialyse dient, wie 
gleich gezeigt werden wird, unter gewissen Bedingungen als das 
bequemste Mittel zur Scheidung des Pepsins vom Chymosin in 
Kalbsinfusionen. Dessenungeachtet erhielt Gewin einen Unter- 
schied in der Wirkung von Schweine- und Kalbspriiparaten. 
Die Erklarungen, die er aus diesem Anlaf gibt, werden weiter 
unten nach der Beschreibung meiner Versuche, welche die 
Trennung der Fermente zum Gegenstand haben, gewiirdigt 
werden. 


III. Trennung der Fermente der Kalbsinfusion. 
A. Trennung vermittelst der Dialyse. 


Die bis jetzt empfohlenen Methoden zur Trennung des 
Chymosins vom Pepsin (von Hammarsten, Glaessner,') 
Schrumpf?) und die verschiedenen technischen Verfahren) 
sind auf die Anwendung von ziemlich komplizierten chemischen 
Reaktionen gegrtindet, die nicht ohne Einflu{ auf die Fermente 
selbst bleiben und zur Verunreinigung der erhaltenen Pripa- 
rate fiihren; hierzu kommt noch, daB die von den Autoren 
erzielte Trennung im Grunde genommen erst nach Vernichtung 
einer der beiden Wirkungen eintrat. Pawlow und Parast- 
schuck, Pekelharing®*) und andere Anhanger der Identitits- 
theorie haben gezeigt, dafi in allen «reinen» Labpriaparaten 
(Chymosinpraparaten), die gar keine proteolytische Wirkung zu 
besitzen schienen, diese stets auf die eine oder andere Weise 
nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grunde habe ich, 


') Glaessner, Hofmeisters Beitr., Bd. I, S. 1. 
*) Schrumpf, Ibid., Bd. VI, S. 396. 
5) Pekelharing, Arch. des scienc. biolog. St.-Pétersbourg, Bd. XI, 


~~ 3 a) 
». 30. 
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als ich es unternahm, meinen Schluffolgerungen beziiglich des 
Enthaltenseins von Chymosin und Pepsin in Kalbsinfusionen 
eine festere Grundlage zu geben, und bemiht war, diese Fer- 
mente nach Moéglichkeit zu trennen, den Zusatz von chemischen 
Reagenzien vermieden und ausschlieflich physikalische Metho- 
den benutzt. 

Die Versuche mit dem Filtrieren durch Tonfilter ver- 
schiedener Sorten gaben mir ebenso wie die Versuche einer 
langdauernden Zentrifugierung!) keinerlei bestimmte Resultate, 
und nun wandte ich mich der Dialyse zu. 

Pekelharing?) hat im Jahre 1896 eine Methode zur 
Herstellung von reinen Pepsinpriiparaten empfohlen, die darauf 
basiert, dab bei der Dialyse von starken Mageninfusionen (vom 
Schwein, Hund, Kalb), die 5 Tage lang bei 37° C. mit 0,5°/oiger 
HC] digeriert worden, gegen stroémendes Leitungswasser- im 
Verlaufe von 15—20 Stunden der Schlauchinhalt sich triibt und 
einen aus Pepsin bestehenden Niederschlag absetzt: dieser 
letztere wird am besten bei 0,02°/o HCI erhalten und ist leicht 
in 0,2°/oiger HCl und zum Teil in H,O loslich. Pekelharing 
bemerkte zufiillig, daB seine Pepsinpriiparate ungeachtet der 
dtiigigen Digestion mit 0,5°/oiger HCl bei 37° C. die Fiihig- 
keit zeigten, Milch zur Gerinnung zu bringen; er hat aber fiir 
diese Erscheinung keine Erklirung gegeben. 

Nencki und Sieber’) haben, gestiitzt auf die Beobach- 
tung von Schoumow-Simanowski, dafi der auf 0° abge- 
kiihlte saure Magensaft des Hundes einen Niederschlag von 
reinem Pepsin bildet, folgende Modifikation des Pekelharing- 
schen Verfahrens ausgearbeitet: sie dialysierten natiirlichen 


') van Calcar und Lobry de Bruyn gelang es, die Konzen- 
tration von Salzen durch Anwendung von langdauernder. Zentrifugierung 
zu verindern. (Rec. de trav. chim. des Pays-Bas, Bd. XXIII, S. 218. 
Nach 8—10stiindigem Zentrifugieren (1400 Touren pro Minute) konnte 
ich bisweilen eine geringfiigige Verainderung der Konzentration des Fer- 
ments feststellen, die jedoch derart unbedeutend war, dafi von einer 
Bestimmung der Proportionalitaétsstérung beider Wirkungen keine Rede 
sein konnte. 

*) Pekelharing, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 233. 


$) I. Cs 
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Magensaft vom Hunde gegen 20 Volumina destilliertes Wasser 
im (mit 5°/oiger HCl bearbeiteten) Pergamentschlauch im Laufe 
von 24 Stunden, fiillten hierauf den getriibten Schlauchinhalt 
in Zentrifugenflaschen, lieBen letztere 15 Stunden bei 0° stehen 
und zentrifugierten. Nachdem sie sich davon iiberzeugt hatten, 
daBh das auf solche Weise erhaltene Priiparat — ein klebriger 
Niederschlag, der nach der Meinung der genannten Forscher 
das reine Ferment des Magensafts darstellte — neben der pro- 
teolytischen Wirkung das Vermdgen besitzt, Milch zu koagu- 
lieren und Plasteine zu bilden, richteten sie ihr Augenmerk auf 
die Untrennbarkeit dieser 3 Funktionen des Magensafts und 
sprachen zur Erklirung derselben zum erstenmal in der Lite- 
ratur!) in Form einer Hypothese die Theorie von der Identitiit 
der Magensaftfermente aus. 

Bei der Dialyse wird nicht das gesamte Ferment gefiilt: 
Nencki und Sieber fanden, daf bei ihrem Verfahren wenig- 
stens 1/5 (20°/o) des Pepsins in Lésung bleibt: Gewin unter- 
suchte die Verteilung des eiweifverdauenden und des milch- 
koagulierenden Vermégens zwischen Filtrat (LOsung) und Nie- 
derschlag bei der Bearbeitung von Schweineinfusionen nach 
dem Pekelharingschen Verfahren und fand, dab die Propor- 
tionalitat zwischen beiden Wirkungen hierbei nicht gestért wird 
~ eine Tatsache, die als ein neues Argument zugunsten der 
Identitaétstheorie gedient hat. 

Es gelang mir, mich davon zu tiberzeugen, daf} unter ge- 
wissen Bedingungen der Dialyse der Kalbsinfusion beide Fer- 
mente getrennt werden kénnen. Ich machte den Versuch, das 
Verfahren von Nencki und Sieber auf das Fiillen von Pepsin 





') Die Identitatstheorie war im wesentlichen in anderer Form um 
einige Monate friiher von Prof. Pawlow ausgesprochen worden, worauf 
er in seiner diesen Gegenstand betreffenden Arbeit (vgl. Diese Zeitschrift, 
Bd, XLII, S. 451—452) aufmerksam macht. Die Abhandlung von Nencki 
und Sieber ist der Redaktion am 1. III]. 1901 zugegangen, wahrend 
Pawlow am 25. I. 1901 (alt. St.) in der Diskussion zum Vortrag von 
Kurajeff itber das Papayotin die Vermutung aussprach, daf sich alle 
Wirkungen des Magensafts durch nur ein Ferment erklairen lassen. — 
Verhandl. d. Ges. russ. Arzte zu St. Petersb., Sitzungsprotokoll fiir das 
Jahr 1900/1901, Sitzung vom 25. J. 1901 (russisch).) 
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aus Kalbs- und Rindermageninfusionen anzuwenden; es wur- 
den dabei eben solche (mit 0,2 °/oiger oder 0,18 °/oiger HCl) 
in der Kalte zubereitete Infusionen benutzt, wie in den vor- 
hergehenden Versuchen. 

XXIII. In Pergamentschléiuche (von ca. 4 cm Durchmesser) 
wurden je 50 ccm Kalbs- und Rinderinfusion (0,2 °/o HCl) ge- 
gossen und jeder derselben bei Zimmertemperatur (ungefihr 
12—15° C.) gegen 1000 ccm destilliertes Wasser dialysiert. 
Es erwies sich, daf nach 24 Stunden beide Infusionen voll- 
kommen klar geblieben waren: da wechselte ich das Wasser 
und setzte die Dialyse noch 24 Stunden lang fort, worauf beide 
Infusionen sich stark triibten und nach 15—20stiindigem Stehen 
in schmelzendem Eise einen grauweifien Niederschlag gaben, 
der nach kurzdauerndem Zentrifugieren sich am Boden des 
Zentrifugenzylinders absetzte, wihrend die Fliissigkeit vollkom- 
men durchsichtig wurde. Die Fliissigkeiten wurden dekantiert, 
filtriert und bis zu 0,2°/o HCl angesauert (F), die Niederschlage 
in 0,2°%/oiger HCl gelést (N). Der Vergleich der milchkoagu- 
lierenden und verdauenden Kraft des Filtrats (F) und der 
Lisung des Niederschlags (N) ergab folgende Zahlenwerte : 














Milchkoagulierende Proteolytische Wirkung 
Wirkung 
‘ ‘ " _ | ee 
Koagu Relative Verdaut oyadrat Relative 
lations- Ferment-] in 10 St. ‘Ferment- 
zeit | menge mm | mm | menge 
Dy Filtrat 135“ | 1 55 | 3025) 1 
Rinderinfus.  _. | alle | 
Niederschlag 20’ | 6,75 110 (121 | 4 
— Filtrat 35" | 1 22 48 
Kalbsinfus. | _. ad — 
| Niederschlag 2" | iA 7,5 | 56 11,6 








In der Rinderinfusion ist die Proportionalitét beider Wir- 
kungen fast erhalten geblieben, in der Kalbsinfusion ist sie in 
scharf ausgepragtem Mabfe gestort: bei fast gleicher milchkoa- 
gulierender Kraft ist der Pepsingehalt des Niederschlags (N) 
um 11mal gréfer als der des Filtrats (F). 

XXIV. 200 ccm Kalbsinfusion (1:5 ®/20-HCl) wurden in 
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gleicher Weise wie im vorhergehenden Versuch in Portionen 
von je 100 ccm dialysiert, der Niederschlag in "/20-HCl gelost, 
filtriert, von neuem dialysiert, gefallt, wieder in "/20-HCl gelést 
und zum drittenmal dialysiert, gefallt und in einer geringen Menge 
n'20-HC] geldést (N). Ein Teil dieser letzteren Lésung wurde ca. 
3mal mit "/20-HCI verdiinnt (N,). 

Alle 3 Filtrate wurden zusammengegossen (ihre Aciditit 
betrug ungeféahr 0,01 °/o HCl) und bis zu ®/20-HCI angesiauert (F): 
F (Filtrat) koag. 30” | verdaut (12 Std.) ca. 0,1 mm 
N (Niederschlag) » 35” > (12 » 6.0 » 


) 
N, ( ) » 65” | >» (12 >» ) 3,0 » 


Fehlen der Proportionalitét noch schirfer ausgepriigt als 
im vorhergehenden Versuch. 

Um in den zu vergleichenden Lésungen die Menge der 
Salze und anderen Beimengungen auszugleichen, fiigten wir zu 
dem Filtrat ein gleiches Volumen kurze Zeit gekochten Nieder- 
schlags (N,)1) und zu N, ein gleiches Volumen gekochtes F 
hinzu: 

F (+ gekocht. N,) koag. 55’ | verdaut (24 Std.) 0O—0,1 mm 
N, (+ > F) >» 180” | > (24 >» ) 6,0 » 

Das Fehlen der Proportionalitaét ist ebenso stark in die 
Augen springend: folglich ist eine Erklarung desselben durch 
den Einflu8 von Salzen oder anderen Beimengungen ausge- 
schlossen. 

XXV. Kalbsinfusion 1:10 "/20-HCl. Die Dialyse wurde im 
Kisschrank (bei 8° C), im tibrigen aber wie bisher ausgefiihrt; 
Aciditét des Filtrats ca. 0,004°/o HCl. Die Zentrifugenflasche 
mit dem getriibten Schlauchinhalt wurde nicht in Eis, sondern 
in den Eisschrank bei einer Temperatur von ca. 8° C. gestellt. 
Filtrat bis zu ®/20-HCl angeséuert (F); Niederschlag in "/20-HCl 
gelést (N). F und N durch Versetzen mit "/90-HCl auf die 
gleiche Koagulationszeit (gegen 30’) gebracht; zu F ein gleiches 
Volumen gekochten N zugesetzt und umgekehrt: 


') Die stirkere Lésung des Niederschlags N wurde zufalligerweise 
ausgegossen, so dafs fiir die tibrigen Versuche die Lésung N, benutzt 
wurde. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 29 
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F(+ gekocht.N). . . koag. 55’ |  verdaut (18 Stunden) 0—0,1 mm 
N(+ : Sd 58” | >» (18 » ) 0,00 » 
Kontrollportion (nicht | 

dialysierte Infusion) » 10” | » (18 >» ) 66 


Diese Versuche beweisen, dai die Fermente (Pepsin 
und Chymosin) der Kalbsinfusion durch eine unter ge- 
wissen Bedingungen erfolgte Dialyse mit nachfolgen- 
der Abkiihlung und Zentrifugierung getrennt werden 
kGénnen, wobei fast die ganze proteolytische Kraft in den 
Niederschlag tibergeht, wéhrend ein betriachtlicher Teil der 
milchkoagulierenden Kraft in der Lésung (im Filtrat) bleibt. 

Um eine bestimmtere Vorstellung von der quantitativen 
Verteilung beider Fermente zwischen Niederschlag und Filtrat 
zu erhalten, wurde folgender Versuch (XXVI) angestellt, in 
welchem der aus einem bestimmten Volumen Infusion erhaltene 
Niederschlag einmal in dem gleichen Volumen "/20-HCl und 
ein anderes Mal in dem gleichen Volumen bis zu "/20-HC| 
angesiiuerten gekochten Filtrats gelOst wurde. In Anbetracht 
dessen, dai die Dialyse an und fiir sich die Infusion nicht 
nur von der HCl, sondern auch von den Salzen und anderen 
leicht diffundierenden Stoffen befreit, die die fermentativen Wir- 
kungen beeinflussen kénnen, wurden die LOsungen der oben- 
erwihnten 2 Niederschlige sowohl mit der urspriinglichen, als 
auch mit der dialysierten und von neuem bis zu ®/20-HCI an- 
gesiiuerten Infusion verglichen. 

XXVI. 100cem einer Kalbsinfusion (1 : 30 /20-HCl) wurden 
bei 10° C. nach der angegebenen Methode gegen 20 +- 20 Volumen 
H,O dialysiert; nach 24+24 St. wurde die Fliissigkeit triibe 
bei einer Aciditiit von 0,004°/o HCl; ein Teil der dialysierten 
Infusion wurde bis zu /20-HCl angesdéuert, wonach die F'liissig- 
keit ganz klar wurde (2); der Rest der dialysierten Infusion 
wurde in 2 gleiche Portionen von je 40 ccm geteilt, letztere 
in 2 Zentrifugenzylinder gegossen und nach Dstiindiger Ab- 
kiihlung bei O° zentrifugiert. Die Niederschlaige setzten sich 
als grauweibe schleimige Schicht am Boden des Zentrifugen- 
zylinders ab. Die Fliissigkeiten wurden abgegossen, filtriert und 
bis auf " 20-HCI angesiuert (3). Der Niederschlag aus dem einen 
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Zylinder wurde in 40 ccm " 20-HCl (4), der aus dem anderen 
stammende in 40 ccm gekochten und abgektihlten angesauerten 
Filtrats geldst (5). Die Bestimmung der proteolytischen und 
milchkoagulierenden Kraft der unspriinglichen Infusion (1) und 
der 4 aus ihr erhaltenen L6sungen ergab die folgenden Werte: 


(1) Urspriingl. Infusion koag. < 10“ verdaut (12 Stund.) 4,1 mm 
(2) Dialysierte > > 10” | > (12 >» ) 4.0 
(3) Filtrat . .... oo | >» (12 » ) O1—0,2 
(4) Niederschlag in 

n/go-HCl gelist > 5 > (12 ) 4,0» 
(5) Niederschlag in ge- | 

kocht. Filtrat gelést' >» 30” (12 » ) 3,8 >» 


Die Vergleichung dieser GroBenwerte zeigt, dafi ungefiihr 
die Hiilfte des Chymosins in der Liésung (im Filtrat) zuriick- 
bleibt (Vergleich von 1 und 2 mit 3), wiihrend fast das gesamte 
Pepsin gefallt wird (Vergleich von 1 und 2 mit 4 und 5). Bei 
dieser Trennungsmethode bewahrt jedes der beiden Fer- 
mente die ihm eigene Wirkungsweise in vollem Um- 
fange, weshalb hier nicht die Rede davon sein kann, dab die 
milchkoagulierende Kraft des Filtrats vom Pepsin abhiingt, dessen 
eiweifverdauende Wirkung sich aus irgend einem Grunde nicht be- 
tatigen kann, ein Einwand, der von Pawlow und Parastschuk 
und anderen Unitariern gegen die Methoden von Hammarsten 
und Glaessner erhoben wurde. 


Wenn bei einer solchen Bearbeitung der Kalbsinfusion im 
Filtrat das Chymosin zuriickbleibt, in den Niederschlag aber das 
Pepsin tibergeht, so miissen zwischen der milchkoagulierenden 
Wirkung des Filtrats und der Lo6sung des Niederschlags ceteris 
paribus die gleichen qualitativen Unterschiede bestehen, wie 
zwischen dem Chymosin und Parachymosin (Pepsin), und zwar 
ein verschiedenes Verhalten langdauerndem Erwirmen im Brut- 
schrank, sowie der Neutralisation, HCl und dem CaCl, gegeniiber. 

XXVIII. Einwirkung der Erwarmung im Brut- 
schrank bei 40° C. Die Lésungen aus Versuch XXIV wurden 
benutat, nur verdiinnten wir N, der geringen vorhandenen Menge 
wegen noch mit ®/20-HCI: 

29* 
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| ene aeeninenees i eeeeeianeeenteennenineeneeteeneidieeeieennei a) 
Filtrat Niederschlag 
Dauer a : 8 
ha Milchkoagulierende ; a Milchkoagu- Proteolytische 
. Lise ca coe 
Wirkung Wi en Hierende Wirkung Wirkung 
Erwiir- . sy,  eaaiainaimacesaecinaia:, TMi. 
mung | Koagu- Relative eens Koagu- Relative] Verd. Qua- rsa 
.. . ‘ Zi . in er- 
¢ 1S- “a » - i - :- rT > - ~ c 
n Std lations Ferment-| Ver- | lations Ferment-|, TN baa ail 
zeit menge |dauung)} zeit = menge | mm! mm. menge 
| | oa ‘ lan! « 
0) 35“ 154,0 2,0 | 98,6 3.0 | 9,0 | 2,02 
: S ‘ > me 
6 92" 59,0 ehr | 50° | 28 | 22/48) 1,09 
| 
18 [13/=— 780” 6,9 |schwach] 7,5’ | 1,87 2,.7| 7,0 | 1,6 
30 190% = 5400” 1,0 14° | 1,0 21/44) 1,0 














Wenn wir diese Ergebnisse graphisch ausdriicken, so er- 
halten wir fiir das Filtrat eine Kurve, in der das Sinken der 
milchkoagulierenden Wirkung noch schirfer ausgepriigt ist als 
in der Kalbsinfusionskurve zu Tabelle X (Fig. 2). Umgekehrt 
ergibt die LOsung des Niederschlags ein schwaches Fallen dieser 
Wirkung, das sich der Kurve der Rinderinfusion (Fig. 1 zu 
Tab. VII) nihert; ein vollkommener Parallelismus im Sinken 
beider Wirkungen des Niederschlags wird jedoch nicht beob- 
achtet, was wahrscheinlich durch im letzteren zuriickgebliebene 
Chymosinreste bedingt ist. 

XXVIII. Einflu8 von HCl, Neutralisation und CaCl,,. 
400 ccm Kalbsinfusion (1 : 10 ®/20-HCl) wurden in Portionen 
von je 100 ccm gegen 20 Volumina destilliertes Wasser dialy- 
siert. Nach 24 Stunden wurde das Wasser gewechselt und 
nach weiteren 24 Stunden die stark getriibten Schlauchinhalte 
(Aciditét gegen 0,005°/o HCl) in Zentrifugenzylinder gegossen ; 
nach 12stiindigem Stehen in schmelzendem Eise und Zentri- 
fugieren erhilt man vollkommen klare Fliissigkeiten tiber grau- 
weilben schleimigen Niederschligen. Dieselben wurden dekan- 
tiert, filtriert und bis zu ®/20-HCl angesduert (F,). Die Nieder- 
schlige wurden in 100 ccm ®/20-HCl gelést (N,). Beide Lé- 
sungen (F, und N,) wiesen eine sehr grofe milchkoagulierende 
Kraft (10) und keinen deutlichen Unterschied in ihrem Ver- 
halten zu CaCl, und zur Neutralisation auf; das lieB sich da- 
durch erkliren, dai dank dem grofen Chymosingehalt der 
Infusion ein betriachtlicher Teil desselben vom Niederschlag 
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mitgerissen wurde und die Pepsin- (Parachymosin-) Wirkung 
(in N,) maskierte. Zur Entfernung des Chymosins wurde die 
Losung des Niederschlags (N,) einer 2. Dialyse unterworfen, der 
nach der Fallung erhaltene Niederschlag in 50 cem ™ 20-HCl ge- 
lést (N,), zum drittenmal dialysiert und der nun _ erhaltene 
Niederschlag, der sich nur noch in geringer Menge bildete, in 
15 ccm "/20-HCl gelést (N,). Diese letzte Liésung zeigte jetzt 
beim Vergleich mit dem stark verdiinnten Filtrat (F,) deutlich 
die Kigenschaften des Parachymosins: 








Saure Ferment- | : 
Milch re | F, N, 

lésung 
~ ~ / é 
i: re 0,5 | 8 11 
5 » mit 0,05°%/o CaCl, + 0,5 120” 60” 
>» « C% « 3 0.5 en) CS 


Zum Ausgleich der Quantitiiten der Beimengungen wurde 
F, mit einem gleich grofien Volumen von gekochtem N, ge- 
mischt und umgekehrt; F’, (-+- gek. N,) verdaut in 24 Stunden 0; 
N, (+ gek. F,) — 4mm. 

Die Zeiten der Milchkoagulation bei Zusatz von 0,5 eem 
saurer Fermentl6sung zu 5 ccm Milch, zu der "/20-HCl, oder 
CaCl,, oder ®/10-NaOH hinzugefiigt worden, sind auf der unten- 
stehenden Tabelle vermerkt: 




















Ferment- Koagulationszeil 
Milch losung [— ‘as 
ecm Filtrat (F,) |Niederschlag (N,) 
Beem... . eee 4+} 05 190! | > 85,0! 
Oe Ae we ee 1,0 a 4 25) 
5 » -+0,25 ccm 4/10-NaOH -- 0,5 98! | > 9 Std. 
5 » +05 » > + 1,0 39 | >5 » 
5 > +10 » neo-HCl +) 05 8! | 6! 
5 » mit 02% CaCl +) 05 [25° = 150” 74! 
5b >» » 0.25% >» 4) 05 [2° = 120") 1° = 60” 


Der Unterschied zwischen der milchkoagulierenden Wirkung 
des Filtrats (F,) und des Niederschlags (N,) tritt vollkommen 
deutlich hervor, folglich ist im Filtrat Chymosin, im Nieder- 
schlag (N,) Pepsin (resp. Parachymosin) vorhanden. Diese 
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‘esultate widersprechen den gegen die Bangschen Unter- 
suchungen gerichteten Erklirungen Gewins. Der letztere hat 
seine Versuche mit nach Pekelharing hergestellten Priiparaten 
angestellt, d. h. er digerierte die Magenschleimhaut 5 Tage lang 
mit 0,5°/o HCl, dialysierte sodann gegen stromendes Leitungs- 
wasser und untersuchte die erhaltenen Niederschliige. Unge- 
achtet einer solchen Bearbeitung blieb ein Teil des Chymosins 
olfenbar unzerstOrt, weil die Priparate von Kalbsmagen im 
Vergleich mit denen von Schweinemagen immerhin einen quali- 
tativen Unterschied in der milchkoagulierenden Wirkung auf- 
weisen. Gewin richtete sein Augenmerk auf das Vorhanden- 
sein einer schleimigen Substanz in der Kalbsinfusion, die bei 
der Dialyse zusammen mit dem Ferment gefiallt wurde. Diese 
Substanz schiitzt nach Gewins Meinung das Ferment gegen 
die Wirkung von Alkalien und verleiht tiberhaupt vom Stand- 
punkt der Identitétstheorie dem Pepsin des Kalbsmagens den 
Charakter des Chymosins. In meinen Versuchen befand sich, 
worauf ich wiederholt hingewiesen habe, die schleimige Sub- 
stanz gerade im Niederschlag, der dessenungeachtet die Eigen- 
schaften des Parachymosins aufwies, wihrend die nach Aus- 
scheidung des Niederschlags erhaltene Losung (Filtrat) die des 
Chymosins zeigte, so dai die Gewinsche Erklarung_hier- 
durch widerlegt wird. 

3ei dem von mir benutzten Verfahren erhilt man im 
Grunde genommen eine unvollstindige Trennung der Fermente; 
der Niederschlag enthalt noch eine betriachtliche Menge Chy- 
mosin; obwohl das Filtrat gekochtes Hiihnereiweif nicht ver- 
daut, so besitzt es immerhin eine schwache proteolytische 
Wirkung, die stets mit Hilfe von Fibrin oder Fibrinkarmin 
nachgewiesen werden kann. Durch wiederholtes Bearbeiten 
des Niederschlags nach derselben Methode laBt sich augen- 
scheinlich vollkommen chymosinfreies Pepsin erhalten. Was 
nun das Filtrat anlangt, so ist es mir bis jetzt nicht gelungen, 
aufzukliren, ob seine proteolytische Wirkung eine untrennbare 
Kigenschaft des Chymosins ausmacht, oder ob sie von in der 
Losung zuriickgebliebenen Pepsinresten herriihrt. Ich stelle 
gegenwirtig Versuche in dieser Richtung an. 





i 

4 
Po 
es 

3 
a 
oS 
¥: 
aa 
hae 
Ee 
ss 
ad 
a 
ae 
fn 
‘ 
42 





Uber Rinder- und Kalbsmageninfusion usw. 451 


Das Gelingen des Versuchs, d. h. eine mehr oder minder 
vollstandige Trennung der Fermente hingt von der Beobachtung 
verschiedener geringfiigiger Bedingungen ab, unter denen es mir 
gelungen ist, die folgenden zu vermerken: 

1. Bei der Dialyse starker Infusionen (1 : 10 — 1 : 30) 
erfolgt die vollstaéndigste Fallung des Pepsins und die Filtrate 
zeigen bei groBer milchkoagulierender Kraft eine sehr schwache 
proteolytische Wirkung; dagegen enthiilt der Niederschlag neben 
dem Pepsin betrichtliche Chymosinmengen; aus schwiicheren 
Infusionen fallt reineres Pepsin aus, seine Fiillung ist jedoch 
weniger vollstandig und ein bedeutender Teil desselben wird 
in der Losung (Filtrat) festgehalten. 

2. Die beste Temperatur fiir die Dialyse ist 8—12° C. (Eis- 
schrank); bei hdheren Temperaturen wird im Filtrat mehr 
Pepsin festgehalten. 

3. Die Verwendung des Toluols ist nicht giinstig, da das- 
selbe bisweilen den Flocken des ausfallenden Niederschlags 
anhaftet, die, anstatt sich am Boden abzusetzen, an die Ober- 
flache kommen; bei der Dialyse benutzt man besser Thymol. 

4. Die Fallung des Niederschlags erfolgt bei einem Gehalt 
von 0,01°/o HCl und weniger, am besten aber bei 0,005 bis 
0,004°/o HCI. 

5. Fur die Vollstandigkeit der Fallung ist, wie es scheint, 
der Wechsel des Wassers von wesentlicher Bedeutung; die 
Dialyse gegen 40 Volumina destilliertes Wasser im Laufe von 
1, 2 und mehr Tagen ergibt viel schlechtere Resultate als die 
Dialyse gegen 20 Volumina Wasser, das nach 24 Stunden ge- 
wechselt wird. 

6. Bei der Dialyse gegen flieBendes gewohnliches Wasser- 
leitungswasser gelingt die Trennung der Fermente nicht. 

7. Die Dialyse von 3 Tage bei 40° C. erwarmter Infusion 
ergab keine Trennung. 

Das beschriebene Verfahren unterscheidet sich von dem 
ihm am niachsten stehenden von Nencki und Sieber durch 
folgende Eigentiimlichkeiten: 

a) Die vollstandigste Pepsinfallung erfolgt bei 0,01—0,005° 5 
HCl und nicht bei 0,02°/o HCl, wie das die genannten Autoren 
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am Magensaft des Hundes und Pekelharing an digerierten 
Mageninfusionen von verschiedenen Tieren!) beobachtet haben. 

b) Der Niederschlag hat einen deutlichen Schleimcharakter. 

c) Das Pepsin wird vollkommen oder fast vollkommen 
(so z. B. in Vers. XXVI) gefallt, wahrend bei Nencki und 
Sieber nicht mehr als 4's des gesamten Pepsins gefallt wurden. 

Diese Besonderheiten k6nnen mit grofer Wahrscheinlich- 
keit dadurch erklirt werden, daB in der Infusion Mucin ent- 
halten ist, das bei 0,18°/o HCl in Lésung bleibt und bei der 
Dialyse infolge der verringerten Acidit&ét und der Abnahme der 
Salzmengen aus derselben gefallt wird;?) die Fallungen von 
Mucin reifen die Pepsinreste und einen Teil des Chymosins 
mit und verleihen dem Niederschlag den erwiahnten schleimigen 
Charakter. Unmittelbar durch den Versuch wurde gezeigt, daf 
die L6sung des Niederschlags in verdiinnter NaOH durch Essig- 
siiure getriibt wird, und daB sich diese Triibung im Uberschuf 
derselben nicht lost. 


Trennung des Pepsins und Chymosins in kauflichen 
Labpraparaten. 
XXIX. Labpulver Griibler. 1°oige Lésung in ®/20-HCl koagu- 
liert in 30”, verdaut (12 Stunden) 2,0 mm. 
Nach Dialyse und Fallung: 
Filtrat. ......... . koagul. 50—45”, verdaut (12 Std.) O mm 
Niederschlag (in '/s des gekochten Filtrats geldst) 
koagul. 65—80”, >» (12 » )50 » 
XXX. Labpulver Kahlbaum. 1°%/oige Lésung in 1/s9-HCI. 
Nach Dialyse und Fallung: 
PUM i. wc ei twee ee ss 
Niederschlag in "/eo-HC] gelist. .  » 178” 


') Zum Vergleich habe ich einen Versuch mit dem _ natiirlichen 
Magensaft von Hunden unternommen. Bereits nach 24stiindiger Dialyse 
gegen 20 Volumina destilliertes Wasser erhielt man eine reichliche 
Triibung, die nach Abkiihlung und Zentrifugierung einen Niederschlag 
ergab. Der Vergleich des Filtrats mit der Lésung des Niederschlags 
zeigte, dafs bei der Dialyse des Hundemagensafts die proteolytische und 
milchkoagulierende Wirkung proportional zwischen Filtrat und Nieder- 
schlag verteilt waren. 

*) Die Gewinnung des Mucins aus den Submaxillardriisen nach 
dem Verfahren von Hammarsten (Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 177 u. ff.) 
erfolgt unter sehr ahnlichen Bedingungen. 
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Filtrat + gekochter Niederschlag. koagul. 5’, verdaut (12 Std.) 0 mm 
Niederschlag ++ gekochtes Filtrat. —» 5's, >) (12 > +) «1,0 >» 
In beiden Fallen erhielt man eine deutliche Trennung. 


B. Trennung durch Extrahierung mit HCl von 
verschiedener Konzentration. 


Die oben beschriebenen Versuche mit der Trennung des 
Pepsins und Chymosins vermittelst der Dialyse haben gezeigt, 
dafi sich das Pepsin vom Chymosin durch eine geringere Lis- 
barkeit in sehr schwacher HCl unterscheidet: daher war zu 
erwarten, dah die Trennung auch unter anderen Bedingungen 
gelingen wiirde, so z. b. bei der Neutralisation saurer Infusionen, 
bei entsprechender Ansiiuerung neutraler Infusionen und _ bei 
Extrahierung der Schleimhaut in der Kalte mit sehr schwacher 
HCl. Die Mehrzahl der in dieser Richtung angestellten Versuche 
ergab negative Resultate mit Ausnahme der letztgenannten 
Modifikation, bei der eine vollkommen bestimmte Stérung der 
Proportionalitét beider Wirkungen erhalten wurde. 

XXXI. 20 g abgeschabte Kalbsmagenschleimhaut wurden 
in der Reibschale mit 20 cem ®/20-HCl gemengt und in 2 gleiche 
Portionen A und B geteilt. Zu A wurden 90 ccm destilliertes 
Wasser, zu B 90 ccm "/20-HCl hinzugeftigt und folglich Infu- 
sionen mit ®/200 (A) und " 20-HCl (B) erhalten. Beide Portionen 
wurden in den Eisschrank gestellt, nach 24 Stunden filtriert, 
A bis zu ®/20-HCl angesiuert, beide Portionen durch Verdiinnung 
mit "/20-HCl auf die gleiche Milchkoagulationszeit gebracht, zu 
A ein gleiches Volumen von gekochtem B hinzugesetzt und 
umgekehrt. 

A (/200) + gekocht. B koag. 62” | — verdaut (20 Stunden) < 1,0 mm 
Bae) + » A » Gore | »  »« ) Ss 

XXXII. 30 g abgeschabte Kalbsmagenschleimhaut wurden 
mit 30 cem "®/20-HCl] gemischt, 270 ccm Wasser hinzugesetzt 
und das Gemisch bei 8° C. stehen gelassen. Nach 24 Stunden 
wurde die Infusion filtriert, das Filtrat bis zu "/2-HCl ange- 
siuert (A). Der Filterriickstand (d. h. die bereits mit "/200-HCI 
extrahierte Schleimhaut) wurde nun nochmals mit 300 cem 
N/2o-HCi extrahiert und nach 24 Stunden filtriert (B). Beide 
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Infusionen wurden durch Verdiinnung mit "/20-HCI auf die gleiche 
milchkoagulierende Kraft gebracht. 


A -+- gekocht. B koag. 105” | verdaut (20 Stunden) 0 mm 
B -t > A > 105” > (20 > ) 1 » 


Diese beiden Versuche zeigen, dafii beim Extrahieren mit 
" 900-HC] hauptsiichlich Chymosin in Lésung geht, wihrend 
beim Extrahieren mil ™ 20-HCl beide Fermente in die Infusion 
iibergehen. Analoge, jedoch weniger scharf ausgepragte Resultate 
ergibt die Extrahierung zuerst mit Wasser und dann mit "/20-HC1]. 


Ahnliche Versuche wurden mit Labpraparaten angestellt. 


XXXII. 1,0 g Kahlbaumsches Labpulver wurde ‘/e Stunde bei 
10° C. mit 50 ccm Wasser extrahiert, filtriert und bis zu ®/s0-HCl (A) 
angesiiuert; der Riickstand mit 50 ccm 4/20-HCl wiahrend 1/2 Stunde 
extrahiert und filtriert (B); A wurde mit ®/20-HCl] verdiinnt. 
A -+- gekocht. B koagul. 95” | verdaut (14 Stunden) 1,0 mm 
p<. , A» 420 | >» (14 >» )18 » 
XXXIV. 2 Lésungen von Griiblerschem Labpulver in "/z00-HCl (A) 
und in ®/,0-HCl (B): 
A + gekocht. B koagul. 50° verdaut (30 Stunden) 4,0 mm 
B + . A » 210” >» (30 >» )80 » 
In beiden Fiillen erhielt man eine deutliche Trennung. 


| 
| 
| 
} 
| 
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IV. Versuche an naturlichem Kalbsmagensaft. 


Die zuvorkommende Liebenswiirdigkeit und langjihrige 
Erfahrung meines geehrten Kollegen, des Herrn Privatdozenten 
I. Belgowski, erméglichten es mir, meine Versuche am natiir- 
lichen Magensaft eines von ihm operierten Kalbes nachzupriifen. 

Die Operation, die in der Bildung eines isolierten kleinen 
Magens nach Pawlow bestand, wurde am 19./XII. 1909 an 
einem 9tigigen Kalbe ausgefiihrt. Das Kalb lebte 3 Monate 
im Laboratorium; die Sektion zeigte, daB der kleine Magen 
(Linge 7 cm, Querdurchmesser 2,25 cm) aus dem Fundusteil 
des Abomasus herausgeschnitten war. Die Schleimhaut des 
letzteren und die des kleinen Magens sind dem Aussehen nach 
vollig gleichartig und gaben gleichwirkende Infusionen; die 
Sondenuntersuchung und die Probe mit dem Wassereinlauf 
zeigten, dal zwischen Abomasus und kleinem Magen keine 
Verbindung bestand. Uber die Einzelheiten der Operation, 
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die, soweit mir bekannt, am Kalbe zum erstenmal ausgefiihrt 
wurde, ebenso wie iiber die Beobachtungen des Ganges der 
Magenverdauung bei einem Wiederkiiuer, wird Herr Privat- 
dozent Belgowski seinerzeit selbst Mitteilung machen, ich 
aber will mich mit der Darlegung der von mir mit dem Magen- 
saft dieses Kalbes angestellten Versuche, die unmittelbar auf 
die Frage vom Enthaltensein von Chymosin im Kalbsmagen 
Bezug haben, begniigen. 

Am 5. Tage nach der Operation Milchnahrung. Es wurden 
mehrere Kubikzentimeter triibe neutrale Fltissigkeit erhalten, 
die nach dem Ansiuern proteolytische und milchkoagulierende 
Wirkung zeigte. 

Am 6. Tage gelang es, 10—15 cem klaren, in geringer An- 
zahl briiunliche Flocken enthaltenden, sauren Saft zu sammeln. 
Giinzburgsche Reaktion positiv. Freie HCl 30!) (= 0,11°/o), 
Gesamtaciditét 40'). 1 ccm Saft koaguliert 10 ccm Milch bei 
40° C. in 28—30". 

Beginnend mit dem 7. Tage wurde der Saft nach der 
Milchfiitterung gesammelt und im Laufe des Tages konnte 
man bis zu 50—100 ccm davon erhalten; die Siiuremenge 
nahm im Laufe des ersten Monats zu. Die freie HCl schwankte 
von 40—85 und (1mal) sogar bis 108, die Gesamtaciditiit von 
50—95 und 113. Deutliche Verinderungen der proteolytischen 
und milchkoagulierenden Kraft konnten wiihrend der Beob- 
achtungszeit (1 Monat) nicht vermerkt werden. 

XXXV. Einflu®B der Erwarmung im Brutschrank. 
Der am 8. Tage nach der Operation gesammelte Saft hatte 
eine Gesamtaciditét von 50; freie HCl 40; 10 ecm Milch bel 
40° C. werden koaguliert: von 1 ccm sauren Saftes in 26%, 
von 1 ccm mit NaOH neutralisierten Saftes in 105‘‘, von 1 ccm 
mit CaCO, neutralisierten Saftes in 35”. 





') Als Indikator fiir dic Bestimmung der freien HCI diente in der 
Regel Dimethylamidoazobenzol, mitunter das Giinzburgsche Reagens, 
zur Bestimmung der Gesamtaciditét Phenolphthalein. Die Aciditat ist 
iiberall durch die Anzahl von Kubikzentimetern ®/10-NaOH ausgedrickt, 
die zur Neutralisation von 100 ccm Saft nétig sind; zur Berechnung des 
HCl-Prozents ist der erhaltene Aciditaétswert mit 0,00365 zu multiplizieren. 
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Erwairmt 0 Stunden koag. 26” verdaut in 12 Stunden 3,0 mm 
> 24 > > 80” > >» 12 > 3,0 >» 
> 18 ; >» 185” | > > 12 » 3,0 » 


In Anbetracht dessen, dab bei der Verdauung nicht scharf 
ausgeprigte Eiweiigrenzen im Mettschen Roéhrchen erhalten 
wurden, konnte man an die Gegenwart von hemmenden Sub- 
stanzen im Saft denken; deshalb wurde der Versuch mit dem- 
selben Saft in 5facher Verdiinnung mit ®/20-HCl wiederholt. 


Erwiiimt O Stunden koag. 90° | verdaul (12 Stunden) 2,0 mm 
» 24 > >» 180" | > (12 >» )20 » 
» 48 » > 480" | > 2 » )% 6 > 
>» 60 > » 1080” y (12 » 3 > 


Bei der Erwirmung wurden die gleichen —_—e er- 
halten wie fiir die Kalbsmageninfusion — rasches Sinken der 
milchkoagulierenden Kraft bei verhaltnismabig langsamem Fallen 
der eiweifiverdauenden. Ebensolche Versuche mit den gleichen 
Resultaten wurden mehreremal mit Sdften wiederholt, die 2 
und 38 Wochen nach der Operation erhalten wurden. Bei der 
graphischen Darstellung der Ergebnisse erhielt ich Kurven, 
die denen iihnlich waren, die fiir die Kalbsinfusionen erhalten 
worden waren, obwohl das Sinken der milchkoagulierenden 
Kraft im nattirlichen Safte weniger scharf ausgeprigt war. 


Versuche mit der Trennung der Fermente durch die 
Dialyse. | 

XXXVI. Der gleiche Saft wie in Versuch XXXV; 40 ccm 

wurden nach der beschriebenen Methode bei 12—15° C. dialysiert: 


Filtrat koag. 47—41” | verdaut (12 Stunden) 0,1 mm 
Niederschlag » 50—47” » (12 >» )3 5 » 
XXXVII. Ein anderer Saft (Gemisch von Saften einiger 
Tage): 
Filtrat koagul. 90” | verdaut (12 Stunden) 2,0 mm 
Niederschlag » 90” | > (12 >» )55 » 
XXXVIII. Saft von einigen Tagen. Gesamtaciditét 50: 
Magensaft koag. 30’ verdaut (12 Stunden) 2,0 mm 
»  dialys. u. anges. » 36”) > (12 >» )TO >» 
Filtrat >» 90" > (12 » )20 » 
Niederschl. in gek. Filtrat gel. » 80” » (12 >» )60 » 
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XXXIX. Einflu&{ von HCl, NaOH, CaCl,. Saft von 
einigen Tagen (19.—21.1.). Gesamtaciditiit 64 (0,2°/o HCl); 
nach der Dialyse Aciditaét 0,006°/o HCl. Filtrat und Lésung des 
Niederschlags mit ®)20-HCl verdiinnt: 

Filtrat koag. 165‘‘, Niederschlag koag. 180”. 

Gemische hergestellt: Filtrat -+ gleiches Volumen ge- 
kochter Niederschlag (verd. in 14 St. ca. 0,5 mm) und umge- 
kehrt: NiederschlagslOsung mit gekochtem Filtrat (verd. in 
14 St. 3,6 mm); die erhaltenen Lésungen hinsichtlich des Kin- 
flusses von HCI, Neutralisation und CaCl, untersucht: 

















Mi Fermentlosung ax. cmasaimenie i 
Milch 
ccm Filtrat Niederschlag 
a ee ee ee 0.5 5,5! | 8/ 
5 >» -+ 0,5 ccm 2/eo-HCl + 0,5 110’ 78" 
5 >» +0,2 » /1o-NaOH + 0,5 12’ »S 60° 
5 » mit 0,05%o CaCl. . -+ 0,5 100” | 60" 
5 > » 0,1%o > ee. + 0,5 65” | 41“ 
5 » » 015% » 1. + 0,5 40! 20” 


Das Filtrat zeigt die Eigenschaften des Chymosins, der 
Niederschlag die des Pepsins (Parachymosins). Somit ist es 
uns gelungen, die an den Infusionen erhaltenen Ergebnisse am 
natiirlichen Magensaft zu bestaétigen, und zwar zeigte sich, dab 
bei Erwairmung im Brutschrank das Chymosin friher zerstort 
wird als das Pepsin und dafi beide Fermente mit Hilfe der 
Dialyse getrennt werden konnen. 


SchlieBlich modchte ich hier noch die Schlubfolgerungen 
von van Dam!) beriicksichtigen, dessen letzte Arbeit zu einer 
Zeit erschien, als die meinige fast schon beendet war. In dieser 
Arbeit tritt van Dam als Anhanger der Identitatstheorie auf. 
Gleich den anderen Unitariern identifiziert er die milchkoagu- 
lierende Wirkung des Schweinsenzyms mit der der Kalbsmagen- 
infusion, — d. h. er indentifiziert von unserem Standpunkt aus 
das Parachymosin mit dem Chymosin — und stiitzt seine Haupt- 
beweise auf Versuche mit Schweinsenzym. Auf Grund der oben- 


4) van Dam, Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 316. 
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erwihnten Erwiigungen sind nun aber an erwachsenen Tieren 
angestellte Versuche in der Frage von der selbstiindigen Exi- 
stenz des Chymosins nicht als beweiskraftig zu betrachten, wes- 
halb ich hier nur diejenigen Versuche des genannten Forschers 
besprechen werde, die die Kalbsinfusion betreffen. 

van Dam fand, dafi sich in der Kalbsinfusion die Fiihig- 
keit, Paracaseinkalk bei fast neutraler Reaktion (Methodik nach 
van Dam')) zu verdauen, parallel ihrer milchkoagulierenden 
Fithigkeit iindert. Diese Tatsache, die unsere Kenntnis der 
Eigenschaften des Chymosins erweitert, widerspricht nicht im 
geringsten der dualistischen Anschauung: wenn das Chymosin 
imstande ist, spezifisch auf das Casein einzuwirken und es zur 
Gerinnung zu bringen, so ist es nicht unmdglich, dab diese 
spezifische Wirkung nicht auf das Stadium der Paracaseinbil- 
dung beschrankt bleibt, sondern weitergeht. 

Er hat ferner gezeigt, da}, wenn man ce Gerinnungsver- 
suche nicht bei Korpertemperatur, sondern bei 25° C. und 
weniger anstellt, sich der Unterschied zwischen der milchkoa- 
gulierenden Kraft der im Brutschrank erwiirmten und der der 
nicht erwiirmten Kalbsinfusion als geringer erweist, so daB bei 
dieser Bedingung (25° C.) bis zu einem gewissen Grade ein 
arallelismus zwischen milchkoagulierender und proteolytischer 
Wirkung in die Erscheinung treten kann, dessen Ausfall in den 
bei Korpertemperatur angestellten Versuchen scharf in die Au- 
gen springt. Die gleiche Einwirkung der Gerinnungstemperatur 
habe auch ich in meinen (in der gegenwiartigen Arbeit nicht 
aufgefiihrten) Versuchen beobachtet, z. B.: 


Kalbsinfusion. . . . . » . koag. bei 40° in 10” bei 25° in 2’ verd. 5 mm 
> 24 Std. erwirmt » > 409 » 30” » 259 » 5! » 44 » 
> 60 >» ‘ >» » 40° »120”) » 25% 7 » 32 > 

Natiirl. Kalbsmagensaft (Acid. 80) koag. bei 40° in 25” | bei 25° in 4,5’ 

> 72Std.erwirmt » » 40° »360% > » 25° » 7,5’ 
In der Kalbsinfusion erweist sich die milchkoagulierende 

Kraft bei 40° um 12mal vermindert, bei 25° um 3,5 mal: 

im Kalbsmagensaft bei 40° um 14 mal, bei 25° um weni- 

ger als 2mal. Wenn wir die Resultate dieser Versuche gra- 


') yan Dam, Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 147. 
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phisch wiedergeben wollten (vgl. Fig. 1 und 2), so ergiibe sich, 
daf die bei 40° erhaltene Gerinnungskurve sich bei 25° strecken 
und der Kurve der proteolytischen Wirkung niihern wiirde. 

Diese Erscheinung beweist durchaus nicht die Identitiit 
des Pepsins und Chymosins, sie betont im Gegenteil noch ein- 
mal die verschiedenen Eigenschaften dieser Fermente. 

Das Pepsin unterscheidet sich, wie bereits bemerkt wor- 
den (Vers. XIX), unter anderem dadurch vom Chymosin, dab 
es bei verhaltnismabig geringfiigigen Verdiinnungen vom Zeit- 
gesetz abweicht: es folgt aber, was schon vor 2 Jahren Gerber?) 
gezeigt hat und jetzt von van Dam bestiitigt wird, diesem Ge- 
setz in grOSerer Anniiherung, wenn man die Gerinnungsver- 
suche hei einer Temperatur von weniger als 30° C. ausfiihrt. 
Daher kann das Pepsin der Kalbsinfusion, in der es in ge- 
ringer Menge enthalten zu sein pflegt, nach Zerstérung des 
Chymosins seine milchkoagulierende Wirkung besser bei 25 ° 
entfalten, als bei 40°, und die milehbkoagulierende Kraft der 
erwarmten Portionen wird verhiltnisméBig erhéht. Eine ana- 
loge Erscheinung erhiilt man, wenn man die die milchkoa- 
gulierende Wirkung des Pepsins beschleunigenden Bedingungen 
auf anderem Wege, indem man z. B. der Milch CaCl, zusetazt, 
schafft, den Versuch aber bei 40° durchfiihrt: 


1. Kalbsinfusion . . . koag.in 10” | Milch mit 0,15°/o CaCl, — momentan 
2. >» 24St.erw. » 30” | » 0,15%/o > 8’! 
3. 48 >» » »  » 250% »  » O15%o » 15’ 


‘ 


Die milchkoagulierende Kraft der 3. Portion ist ohne Zu- 
satz von CaCl, 8 mal und bei Zusatz desselben nur 2 mal ge- 
ringer als die der 2. Portion. 

Ein anderer Grund der Streckung der Gerinnungskurve 
liegt, wie es scheint, in der groferen Empfindlichkeit des Chy- 
mosins der Herabsetzung der Gerinnungstemperatur gegeniber: 


Rd 


Kalbsinfusion koag. bei 40° in 4 bei 28° in 12’ 
Rinderinfusion =» >» 40° » 8! >» 28° » 17,5/ 


Beim Herabsetzen der Temperatur von 40° auf 28° koa- 
guliert die Kalbsinfusion (Chymosin) um 3mal, die Rinderin- 
fusion um 2 mal langsamer. Der gleiche Unterschied im Ver- 


') Gerber, C. R. soc. biol., Bd. LXIII, 1907, S. 575. 
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halten zur Gerinnungstemperatur ergab sich auch zwischen 
Filtrat (Chymosin) und Niederschlag, die in einem der Ver- 
suche mit der Dialyse von Kalbsinfusion erhalten worden: 


Filtrat ("’290-HC]) koag. bei 45° in 3d”) bei 40° in 65”. bei 26° in 25’ 
| 
Niederschlag ( >» ) » > 45° » 55” » 40° » 67” » 26° » 11’ 


Somit werden in den bei einer Temperatur von weniger 
als 30° angestellten Koagulationsversuchen einerseits giinstige 
Bedingungen fiir die Pepsinwirkung, anderseits fiir die Chy- 
mosinwirkung !) ungtinstige geschaffen, weshalb die Koagula- 
tionskurve, die in ihrem Anfangsteil hauptséchlich die Chymo- 
sinwirkung, in ihrem Endteil die des Pepsins zum Ausdruck 
bringt, sich streckt und eine der Kurve der proteolytischen 
Wirkung mehr parallele Lage einnimmt. Umgekehrt werden 
in den bei einer Temperatur von 40° angestellten Versuchen 
giinstigere Bedingungen fiir die Chymosin- und weniger gtinstige 
fiir die Pepsinwirkung geschaffen, so dafi die erstere schirfer 
hervortritt. 
SchluBfolgerungen. 


Die Indentitiitstheorie, welche die von den Verdauungs- 
siiften von Hund und Mensch, den Mageninfusionen verschie- 
dener erwachsener Siugetiere und anderer Tiere und in meinen 
Versuchen — von Rindermageninfusionen hervorgerufenen Koa- 
gulationserscheinungen in zufriedenstellender Weise erklart, er- 
weist sich jedoch als unzulinglich, wenn es sich um den Magen- 
saft von Kiilbern handelt. 

Man ist gezwungen zuzugeben, dah im Kalbsmagen aufer 
dem stets eine milchkoagulierende Wirkung entfaltenden Pepsin 
Chymosin vorhanden ist, dem diejenigen Eigenschaften zukom- 
men, die ihm von Hammarsten und den anderen Dualisten 
zugeschrieben werden. Die vom kiinstlichen oder natiir- 
lichen Kalbsmagensaft bewirkte Milchkoagulation ist 
4) Offenbar wird bei einer Temperatur von weniger als 30° nicht 
der Prozef§ der fermentativen Wirkung des Chymosins selbst, sondern 
die Gerinnselbildung gehemmt, weshalb bei der Morgenrot-Fuldschen 
Methode (Vers. XI, Kolonne 3), wo die Bildung der Gerinnsel bei 40° 
erfolgt, die hemmende Wirkung der niedrigen Temperatur nicht  be- 
obachtet wird. (Vgl. Fuld, Hofmeisters Beitr., Bd. II, S. 169.) 
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als eine komplizierte Erscheinung, als die Summe der 
Wirkungen beider Fermente — des Pepsins und des 
Chymosins anzusehen: deshalb ftihrt die Beseitigung des 
einen von diesen Fermenten nicht zu volliger Vernichtung der 
milchkoagulierenden Kraft, sondern nur zu der entsprechenden 
Verringerung derselben. 

Durch Erwarmen von saurem (0,18 — 0,2 °/o HCl) kiinst- 
lichem oder natiirlichem Kalbsmagensaft im Brutschrank bei 
40° C. kann das Chymosin im Laufe von 2—-4 Tagen zerstort 
werden, wéhrend der grofte Teil des Pepsins mit der ihm 
eigenen milchkoagulierenden Wirkung diesen Prozef tiberdauert: 
daher erfolgt bei der Erwarmung wiihrend der ersten 
Tage ein stark ausgepriigtes Sinken der milchkoagu- 
lierenden Kraft, nicht aber deren voéllige Vernichtung. 

Mit dem Alter des Tieres verschwindet das Chy- 
mosin und die Milchkoagulation durch Rindermagen- 
infusionen ist offenbar nur durch die Wirkung des 
Pepsins allein bedingt. 

Vermittelst der Dialyse gegen 20-+ 20 Volumina 
destilliertes Wasser im Laufe von 24-24 Stunden 
mit nachfolgender Abktihlung bis auf 0° und Zentri- 
fugierung (unter Beobachtung der in Vers. XXIII und weiter 
angegebenen Bedingungen) kinnen beide Fermente des 
kiinstlichen und natirlichen Kalbsmagensafts getrennt 
werden, ohne das eine St6rung ihrer Funktionen ein- 
tritt: simtliches oder fast simtliches Pepsin wird 
gefallt, wihrend ein betréichtlicher Teil des Chymo- 
sins in Losung bleibt. (Vers. XXVI.) 

Die Trennung der Fermente des Kalbsmagens 
laBt sich auch teilweise durch Extrahierung der 
Schleimhaut zuerst mit Wasser oder sehr schwacher 
("{200)- HCl (Chymosin), sodann mit stirkerer (®/20)-HCI 
(Pepsin und das noch zuriickgebliebene Chymosin) 
erreichen. 

In den kauflichen Labpraparaten (Griibler und Kahl baum) 
sind gleichfalls Pepsin und Chymosin enthalten, die durch beide 
Verfahren trennbar sind. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 50 
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Zwischen der milchkoagulierenden Wirkung der 
Kalbs- und Rinderinfusion besteht nicht nur ein quan- 
titativer, sondern auch ein qualitativer Unterschied: 
dieser letztere kommt in einem verschiedenen Ver- 
halten zu HCl, Neutralisation und CaCl, zum Aus- 
druck und ist dem von Bang beschriebenen Unter- 
schied zwischen dem Chymosin der Kalbsinfusion und 
dem Parachymosin der Schweinemageninfusion und 
des menschlichen Magensafts vollig analog. Die glei- 
chen qualitativen Unterschiede lassen sich auch an 
den aus Kalbsmagensaft (vermittelst der beschrie- 
benen Methoden) gesondert erhaltenen Fermenten 
(Pepsin und Chymosin) feststellen. Dieses verschie- 
dene Verhalten zu HCl, NaOH und CaCl, laBt sich 
nicht durch die Anwesenheit von Beimengungen oder 
iiberhaupt durch die Versuchsbedingungen erklaren, 
sondern ist offenbar in der Natur der Fermente selbst 
begrtindet. 


Analoge Versuche, die von mir nach demselben Plane 
an den Magenfermenten verschiedener anderer Tiere ausge- 
fiihrt wurden, sind noch nicht verdffentlicht. Auf Grund der 
bis hierzu erhaltenen Ergebnisse kann ich bereits schliefen, 
dai ein seinen Eigenschaften nach mit dem Chymosin des 
Kalbsmagens identisches oder demselben diuferst nahestehendes 
milchkoagulierendes Ferment in den Magen nicht nur von neu- 
geborenen Wiederkauern — Schaf und Ziege —, sondern 
auch von neugeborenen Pferden und Schweinen ent- 
halten ist. Hingegen ist es mir bis jetzt nicht gelungen, bei 
den erwachsenen Séugetieren — sowohl der erwahnten Tier- 
arten als auch anderer —, wie auch bei anderen Wirbel- und 
wirbellosen Tieren irgend welche Anzeichen fiir das Vorhan- 
densein eines selbstandigen milchkoagulierenden Ferments nach- 
zuweisen. Ein solches Resultat erscheint auch vom biologischen 
Standpunkt als das am meisten annehmbare: laut der Identi- 
tiitstheorie ist die proteolytische Wirkung untrennbar mit der 
milehkoagulierenden verbunden; deshalb gelangt bei allen Pep- 
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sin produzierenden Tieren auch eine milchkoagulierende Wir- 
kung, die hier eine zufillige Begleiterscheinung darstellt, zur 
Beobachtung: von jungen, sich ausschlieBlich mit Milch nah- 
renden Séugetieren wird jedoch ein spezielles milchkoagulieren- 
des Ferment produziert, das mit dem zunehmenden Alter ver- 
schwindet. 

Was nun die Frage von der selbstindigen Existenz des 
anderen Labferments — des Parachymosins Bang — anbelangt, 
so habe ich dieselbe in meinen Untersuchungen nicht beriihrt. 
Es steht zu erwarten, dai diese Frage in verneinendem Sinne 
entschieden werden wird — dafiir sprechen sowohl das bereits 
vorhandene umfangreiche experimentelle Material, als auch all- 
gemeinbiologische Erwiigungen; somit wird sich die Theorie 
der Identitaét des Pepsins und Chymosins in eine Theorie der 
Identitét des Pepsins und Parachymosins verwandeln. 


Kiew, 10./23. VII. 1910. 
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Uber das Cerebron. 
IV. Mitteilung. 


Von 


Hermann Loening und H. Thierfelder. 


‘Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1910.) 


Untereinander nicht tibereinstimmende Beobachtungen !) 
bei der Untersuchung des basischen Anteils, welcher bei der 
Spaltung von Cerebronpriiparaten verschiedener Darstellung 
erhalten wurde, lieBen es zweckmiifig erscheinen, das Cerebron 
nochmals auf seine Reinheit zu priifen. Bei diesen Unter- 
suchungen begegneten wir einer dem Cerebron sehr 
ihnlichenund schwer von ihm abtrennbaren Substanz, 
welche bei den friiheren Darstellungen nicht immer vollig ent- 
fernt worden sein diirfte. 

Die Erkennung einer nicht zu kleinen Beimengung dieses 
Kérpers in Cerebronpriiparaten wird ermdglicht durch die von 
uns aufgefundene Eigenschaft des Cerebrons, sich in ktirzester 
Zeit in priichtige Krystalle zu verwandeln, wenn man es mit 
Methylalkohol oder 10°/o Chloroform enthaltenden Methylalkohol 
in einer Menge, welche auch beim Sieden zur Lésung nicht hin- 
reicht, tibergieht und auf dem Wasserbad zum Kochen erhitzt. 
Die Krystallformen gleichen vollkommen denen, welche allmih- 
lich aus in 85°/oigem Alkohol suspendiertem Cerebron bei etwa 
50° entstehen.?) Diese Eigenschaft zeigt der im tibrigen dem 
Cerebron sich sehr ahnlich verhaltende Kérper nicht, er bleibt 
amorph. In dieser Priifung, welche sich schon mit ganz kleinen 
Mengen Substanz ausfiihren laf$t und am besten in einem 


') F. Kitagawa und H. Thierfelder, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, 
S. 286. 

‘') Emil Worner und H. Thierfelder, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 
S. 542. 
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kleinen, mit Steigrohr versehenen Rundkélbchen vorgenommen 
wird, haben wir ein bequemes Mittel, die fortschreitende Rein- 
heit des Cerebrons zu kontrollieren. 

Als Ausgangsmaterial diente bei dieser Untersuchung 
Rindergehirn. Die Verarbeitung geschah in etwas anderer 
Weise wie bisher. Die von Membranen und Blut befreite und 
fein zerhackte Gehirnmasse wurde auf Glasplatten in diinner 
Schicht aufgetragen. Die Platten lagen auf einer mit dicker 
Sandschicht bedeckten Eisenplatte und wurden durch unter- 
gestellte Brenner so erwarmt, daf die Temperatur des Sandes 
an keiner Stelle 50—53° tiberstieg. Ein tiber den Platten 
angebrachter Fligelventilator sorgte fiir rasche Erneuerung 
der Luft. In den ersten 3 Stunden wurde die Masse etwa 
alle 10 Minuten mit einem Spatel gewendet, dann _ seltener. 
Nach 10 Stunden hatte sie eine Wassermenge, welche bei 
verschiedenen Darstellungen zwischen 72 und 75°/o des Ge- 
wichts des frischen Gehirns schwankte, abgegeben und eine 
helle Fleischfarbe angenommen. Sie verblieb nun noch liingere 
Zeit im Exsikkator und wurde darauf im Soxhletschen Ex- 
traktionsapparat mit Ather ausgezogen und zwar unter zwei- 
maligem Wechsel des Athers je 3—4 Stunden. Die in den 
itherischen Losungen erfolgenden Abscheidungen trennten wir 
in der Zentrifuge ab, zerteilten den Bodensatz in frischem 
Ather, zentrifugierten wieder und wiederholten die Behandlung 
nochmals fiir den Fall, daB der Ather noch gefiirbt war. 

Die so erhaltene weife Masse verarbeiteten wir auf 
Cerebron. Das unendlich miihsame Verfahren soll nicht in 
allen Einzelheiten, sondern nur in seinen Grundziigen ange- 
geben werden. 

Zunichst erfolgte ein sechsmal wiederholtes Umlésen 
aus 75°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol. Damit er- 
reichten wir vor allem eine Entfernung des gréften Teiles der 
phosphorhaltigen Bestandteile, aber auch schon eine gewisse 
Trennung der krystallisierenden Substanz (Cerebron) von der 
amorphen, welch letztere der Hauptmenge nach in den Mutter- 
laugen blieb und sich nach deren Einengen auf ein kleines 
Volumen zusammen mit krystallisierender Substanz abschied. 
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Beide Teile (der durch Umlésen gewonnene, welcher vor- 
wiegend aus Cerebron bestand, und der aus den eingeengten 
Mutterlaugen erhaltene, in welchem sich neben amorpher auch 
reichliche Mengen krystallisierender Substanz befanden) wurden 
nun, jeder fiir sich, in groBen Mengen heifem 20°/») Chloro- 
form enthaltendem Methylalkohol gelést und die beim Abkiihlen 
innerhalb gewisser Temperaturgrenzen erfolgenden Abschei- 
dungen mittels Filtrierens durch Warmwassertrichter von ein- 
ander getrennt. Jede dieser so erhaltenen Fraktionen priiften 
wir in kleinen Proben in der oben beschriebenen Weise auf 
Krystallisierbarkeit (ob vollige Umwandlung erfolgte oder reich- 
liche oder sparliche, oder ob die Krystallisation vollig ausblieb) 
und vereinigten die sich gleich oder &hnlich verhaltenden. Die 
zuerst ausgeschiedenen Anteile zeigten die reichlichste Krystal- 
lisation, die zuletzt ausgefallenen blieben bei dieser Priifung 
amorph. Eine weitere Trennung innerhalb der so gewonnenen 
einzelnen Fraktionen lief sich durch wiederholte Extraktion 
mit 10°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol und weiter- 
hin mit Methylalkohol bei 50° erzielen. Die beim Erkalten 
der Extraktionsfliissigkeiten erfolgenden Abscheidungen wurden 
abfiltriert und ebenso wie die extrahierten Massen wie oben 
gepruft und mit den ein gleiches Verhalten zeigenden zu- 
sammengetan. Die extrahierten Substanzen wurden mit der 
Zah| der Extraktionen immer firmer an dem amorphen Korper, 
die ersten Extraktionsfliissigkeiten waren relativ am reichsten 
an ihm. 

Ubrigens wurde wiederholt beobachtet, daf eine durchaus 
keine Krystallbildung zeigende Portion nach wiederholter Ex- 
traktion bei 50° doch noch Krystalle lieferte und dafi umgekehrt 
einer andern, welche vollig krystallisiert erschien, doch noch 
amorphe Anteile durch Ausziehen mit Chloroformmethylalkohol 
oder Methylalkohol bei 50° entzogen werden konnten. Eine 
sichere Entscheidung gibt also die Probe allein nicht, wenn 
es sich um geringe Beimengungen handelt. 

Auf dem beschriebenen Weg wurden schlieBlich vier Frak- 
tionen erhalten, von denen die eine (D) vollig krystallisierte, 
eine zweite (A) ganz amorph blieb, wihrend von den zwischen- 
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liegenden beiden, welche Mischungen darstellten, die eine (C) 
reicher an krystallisierender Substanz war als die andere (B). 
Die Fraktion D, welche fiir reines Cerebron gehalten wurde, 
zerlegten wir nun nochmals in drei Unterfraktionen und zwar in 
der Weise, dafi wir sie zunichst zweimal mit Methylalkohol bei 
50° auszogen und die beim Erkalten erfolgenden Abscheidungen 
abfiltrierten und vereinigten (D!). Die ungeléste Hauptmenge 
wurde in heifem Methylalkohol gelost. Die unter bestiindigem 
Schiitteln beim langsamen Erkalten bis auf etwa 40° erfolgende 
Abscheidung, welche durch Warmwassertrichter abfiltriert wurde, 
stellte die Unterfraktion D® dar und das beim volligen Erkalten des 
Filtrats Ausfallende die Unterfraktion D?. Diese drei Unterfrak- 
tionen wurden untereinander und mit der Fraktion A (teilweise 
auch mit der Fraktion B) verglichen. Wihrend D? und D* 
sich beim Erhitzen mit Methylalkohol sofort und vollstiindig 
in Krystalle verwandelten, war bei D! die Umwandlung keine 
ganz vollstindige. Zwischen den Krystallen lieben sich noch 
vereinzelte amorphe Gebilde erkennen. Daf diese Fraktion noch 
nicht ganz reines Cerebron darstellte, ergab sich auch daraus, dab 
ihre Lésung in 10°/0 Schwefelsiiure enthaltendem Methylalkohol 
bei mehrsttindigem Erhitzen einen, allerdings nur ganz leichten, 
gelblichen Farbenton (er war nur beim Vergleich mit Wasser 
sicher zu erkennen) annahm, eine Eigenschaft, welche die 
Fraktion A in ausgesprochener Weise zeigte, die den Fraktionen 
D2 und D3 aber ganz fehlte. Diese beiden blieben bei 3stiindigem 
Kochen mit der genannten Fliissigkeit farblos. Die Beimengung 
kann aber anderseits eine nur ganz geringe sein. Das geht 
auch daraus hervor, dafi die Fraktion D! dieselbe Léslichkeit 
in Methylalkohol wie D? und D® zeigte, wahrend die Fraktion A 
wesentlich léslicher war und die Léslichkeit der Fraktion B da- 
zwischen lag. 

Fiir diese Loslichkeitsbestimmungen brachten wir je 0,1 g 
Substanz mit 30 ccm Methylalkohol in Kélbchen von gleicher Grobe 
und Form, lésten sie bei aufgesetztem Steigrohr im Wasserbad, 
nahmen die Kélbchen, sobald die Fliissigkeit eben ins Sieden ge- 
kommen war, heraus und notierten die Zeit, welche bis zur be- 
ginnenden Ausscheidung, sowie die, welche bis zur vollendeten 
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Ausscheidung, d. h. bis zur Verwandlung der ganzen Fliissigkeit 
in eine Gallerte, verstrich. Nachdem die Kélbchen bis zum 
niichsten Tage verschlossen stehen geblieben waren, zerteilten 
wir die Gallerte durch starkes Schiitteln, filtrierten und be- 
stimmten in je 20 cem des Filtrats den Trockenriickstand. Die 
erhaltenen Werte sind in folgender Tabelle verzeichnet. 



























Ende Trockenriickstand in 





Beginn 


Fraktion ey 00 
der Ausscheidung 20 ccm | 100 cem 
g | g 
























A nach 13 Min. nach 24 Min. 0.0051 | 0.0255 
B , 10% » » 1% » 0,0036 | — 0,0180 
Dp? 714 >» 15 » 00025 | 00,0128 
pe , 8 | > 1a >» 0,0025 |  0,0125 
Ds = a >» 2% » 00027 | 0,0135 





Die Substanz A léste sich auch leichter in heifem Methyl- 
alkohol, als die andern. Die Elementaranalyse ergab keine 
Unterschiede, wie folgende Zusammenstellung zeigt. 












Fraktion A. 

1. 0.1390 g Substanz liefern 0,3557 g CO, und 0,1400 g H,O, das 
ist 69,79 °/o C und 11,19 °%o H. 

2. 0,1643 g Substanz liefern 0,4208 g CO, und 0,1673 g H,O, das 
ist 69,85°'o C und 11,31 °/o H. 

3. O,4887 g Substanz verbrauchen 5,70 ccm /10-Séure, das ist 
1.63 %o N. 









Fraktion D1, 






1. 0.1553 g Substanz liefern 0,3969 g CO, und 0,1595 g H,O, das 


ist 69,70° 0 CG und 11,41 °/o H. 

2. 0.1272 g Substanz liefern 0,3260 g CO, und 0,1306 g H,O, das 
ist 69.90°%/o C und 11.41 °/o H. 

3. 0.2731 g Substanz verbrauchen 3,22 ccm /10-Saéure, das ist 


163° o N, 









Fraktion D?* 
1. 01791 g Substanz liefern 0,4579 g CO, und 0,1810 g H,O, das 

ist 69,73°0 C und 11,23 °o H. 
2. 01001 g¢ Substanz liefern 0,2572 g CO, und 0,1009 g H,O, das 

ist 70,08°'o GC und 11,20°/o H. 
3. 0.2975 g¢ Substanz verbrauchen 3,65 ccm /10-Saure, das ist 
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Fraktion D*. 
1. 0,1260 g Substanz hefern 03240 g CO, und 0,1272 g H,O, das 
ist 70,13 °/o GQ und 11.22°/o H. 
2, O,1119 g Substanz liefern 0,2879 g CO, und 0,1146 g H,O, das 
ist 70.17 °/o CG und 11,38 °/o H. 
3, 0,2225 g Substanz verbrauchen 2,75 cem 1/s0-Siiure, das ist 


1,73 °/o N. 


= 

















Fraktion A Fraktion D! Fraktion D? Fraktion D3 
c | 69,79 69,85 | 69,70 69,90 | 69,73 | 70,08 | 70,13 | 70,17 
H 11,19 | 11.31 | 11,41 | 11,41 | 11,23 | 11,20 | 11,22 | 11,38 
N 163; — 165; — 172); — i oo 








Es muf auffallend erscheinen, dab die Werte fiir Kohlenstoff 
durchgehend hoher sind, als die friiher fiir Cerebron erhaltenen, 
deren Durchschnitt 69,19° 0 betriigt.1) Wasserstoff und Stickstoff 
zeigen keine Abweichungen: es wurden bei den friiheren Analysen 
im Mittel 11,35°.0 H und 1,76°o N gefunden. Eine Erkliérung 
dafiir wissen wir zurzeit nicht zu geben, doch ist zu erwiihnen, 
dai die héheren Kohlenstoffwerte besser zu der aus den Spal- 
tungsprodukten abzuleitenden Formel des Cerebrons, welche 
69,65°/o C verlangt, stimmen. Fiir die Priifung unserer Sub- 
stanzen auf Phosphor wurden von der Fraktion B 2,0738 g und 
von der Fraktion D 2,2067 g nach A. Neumann unter Benut- 
zung der von Gregersen?) empfohlenen Modifikation (10 cem 
Siituremischung) verascht. Nach Zufiigen von Wasser, Ammon- 
nitrat- und Ammonmolybdatlésung in den von Gregersen 
vorgeschriebenen Mengen entstand eine ganz minimale gelbe 
Abscheidung, welche etwa um das Zehnfache geringer war, 
als diejenige, welche unter ganz den gleichen Verhiiltnissen 
0,000075 g P (als Natriumphosphat) hervorriefen. Die Substanzen 
sind also als phosphorfrei zu bezeichnen. 

Die drei Fraktionen D schmolzen in Ubereinstimmung mit 
den friiher fiir das Cerebron gemachten Angaben bei 212—213° 
zu einer klaren gelblichen Fliissigkeit. Die Fraktionen A und B 
zeigten anniihernd den gleichen Schmelzpunkt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 370. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 453. 
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Bei der Hydrolyse der amorphen Substanz entsteht auch 
ein reduzierender Korper. 

Die bis jetzt festgestellten Unterschiede zwischen dem 
Cerebron und der amorphen Substanz betreffen also nur die 
Loslichkeit und das Verhalten beim Erhitzen mit schwefel- 
siiurehaltigem Methylalkohol. Bei der weiteren Untersuchung 
wird sich zeigen, ob es sich in der Tat um einen einheitlichen, 
dem Cerebron isomeren Koérper handelt oder nur um ein mit 
einer Beimengung behaftetes Cerebron. ') 

Jedenfalls ergibt sich aus dieser Arbeit, daB dem Cere- 
bron hartniackig eine andere Substanz anhaftet und dai auch 
ein schon krystallisiertes Priiparat noch nicht ohne weiteres als 
rein angesehen werden darf. Wir miissen es auf Grund dieser 
Feststellungen fiir nicht unwahrscheinlich halten, dab die bei 
der Untersuchung der Spaltungsprodukte des Cerebrons hervor- 
getretenen Unstimmigkeiten auf die Verwendung nicht ganz 
reiner Priiparate zuriickzufiihren sind. In der Tat findet sich 
in einer friiheren Mitteilung die Angabe, dai die Losung des 
Cerebrons in schwefelsiurehaltigem Methylalkohol bei 3—4stiin- 
digem Kochen einen leicht gelblichen Farbenton angenommen 
habe. Wir werden die Spaltungen mit sorgfiltig gereinigtem 
Cerebron wieder aufnehmen. 

In der Literatur finden sich schon Angaben tiber das Vor- 
kommen eines zweiten Cerebrosids im Gehirn (Thudichum,?) 
Parkus,*) Kossel und Freytag.*) Der eine von uns (L.) 
ist damit beschiftigt, diese K6érper nach den Angaben der 
Autoren herzustellen und untereinander und mit dem von uns 
erhaltenen zu vergleichen. 


‘) Wir haben auch an die Méglichkeit gedacht, dafi der krystalli- 
sierende Kérper erst wahrend der Darstellung aus dem amorphen ent- 
steht, etwa durch Eintritt von Methylgruppen. Die Experimente sprechen 
aber gegen diese Annahme. 

2) Die chemische Konstitution des Gehirns usw. Tiibingen 1901, 5. 214. 
‘) Journ. f. prakt. Chem. N. F. Bd. XXIV, S. 310. 


4) Diese Zeitschrift, Bd. XVII, S. 431. 








Untersuchungen iiber die Fermente verschiedener 
Bakterienarten. 
Von 


Emil Abderhalden, Ludwig Pincussohn und Adolf R. Walther. 





Mit vier Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1910.) 


Es ist wiederholt darauf hingewiesen worden, da die 
Moglichkeit gegeben ist, bei Anwendung von Substraten be- 
kannter Struktur die Zellfermente verschiedener Herkunft zu 
vergleichen und durch eventuelle Unterschiede in der Art des 
Abbaues zu charakterisieren. Vorliufig stehen uns zu der- 
artigen Untersuchungen als Substrat nur die synthetisch dar- 
gestellten Polypeptide zur Verfiigung. Da diese sehr schwer 
zugiinglich sind, so haben wir zu den ersten orientierenden Ver- 
suchen Peptone angewandt, die wir nach einheitlichen Methoden 
aus verschiedenartigen Eiweifstoffen dargestellt hatten. Sie 
sind alle durch Einwirkung von 70°/oiger Schwefelsaure in der 
Kiilte auf bestimmte Proteine gewonnen worden. Die Struktur 
dieser Peptone kennen wir zwar nicht, wir konnen jedoch die Art 
des Abbaues dieser Substanzen unter dem Einfluf peptolytischer 
Fermente verschiedener Herkunft vergleichen. Wir betrachten 
die Verwendung von Peptonen nur als Notbehelf und werden die 
gewonnenen Resultate, sobald sich Gelegenheit bietet, mit Hilfe 
von synthetisch dargestellten Polypeptiden kontrollieren. 

Wir haben vorliufig folgende Fragestellungen in Angriff 
genommen: 

1. Enthdlt die Kulturfliissigkeit verschiedenartiyer Bakterien 
Stoffe, die auf Peptone einwirken? 

Diese Fragestellung suchten wir in folgender Weise zu 
beantworten: Wir ziichteten einige Bakterienarten — para- 
typhusaéhnlicher Bacillus (hygien. Institut der tierarztl. 
Hochschule, Berlin), Streptococcus pleuropneumoniae, 
Paratyphus B. (hygien. Institut der Universitit, Berlin) — 
auf Bouillon und zwar verschieden lange Zeit. Die Kultur- 
fliissigkeit wurde dann zentrifugiert. Nun setzten wir eine be- 
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stimmte Menge der Kulturfltissigkeit zu einer 10°/oigen Pepton- 
ldsung. Das Gemisch wurde dann in ein Polarisationsrohr 
eingefiillt und die Anfangsdrehung bestimmt. Die Ablesung 
wurde von Zeit zu Zeit wiederholt und festgestellt, ob Ande- 
rungen vorhanden waren. Die Resultate sind die folgenden: 

Die Kulturfliissigkeit des paratyphusaéhnlichen Ba- 
cillus verhielt sich ganz verschieden, je nach dem Zeitpunkt, 
in dem sie zur Untersuchung gelangte. Nach 2tigiger Kultur 
spaltete die Kulturfliissigkeit Caseinpepton und Eieralbumin- 
pepton. Eiereiweifi wurde nicht angegriffen. Eine Kulturfliis- 
sigkeit, in der die Bazillen 3 Tage gewachsen waren, zeigte 
deutliche Spaltung von Edestin-, Gelatine- und Seidenpepton; 
nach Staégigem Wachstum war das Resultat in bezug auf das 
Edestin- und Gelatinepepton das gleiche, Seiden-, Casein- und 
Kieralbuminpepton wurden wenig angegriffen, dagegen lief sich 
ein deutlicher Einflu8 auf das Eiereiweif erkennen. Wurde 
die Kulturfliissigkeit 8, 11, 14 Tage nach erfolgter Einimpfung 
untersucht, so ergab sich keine Einwirkung auf die angewandten 
Peptone. Auch das Eiereiweifi wurde nicht angegriffen. Einige 
Kurven mogen die erhaltenen Resultate belegen. 

Beim Streptococcus pleuro-pneumoniae Schitz 
war das Resultat ein dihnliches. Spaltung beobachteten wir in den 
ersten Tagen nach erfolgter Impfung. 6 Tage nach der Impfung 
konnten wir in keinem Falle eine Spaltung nachweisen; 3 Tage 
spiiter jedoch war wieder eine deutliche Einwirkung auf die ange- 
wandten Peptone erkennbar. Bei noch langerer Ausdehnung der 
Versuche beobachteten wir wiederum ein Verschwinden und ein 
Wiederauftreten der spaltenden Wirkung der Kulturfliissigkeit. 

Der Paratyphus B wies ein wesentlich anderes Ver- 
halten als die beiden obengenannten Bakterien auf. Die Kultur- 
fliissigkeit zeigte sich, zu verschiedenen Zeiten nach erfolgter 
Einimpfung untersucht, gegeniiber den angewandten Peptonen 
fast durchweg indifferent. Nur beim Caseinpepton wurde eine 
geringfiigige Einwirkung beobachtet. 

Uberblickt man die gefundenen Resultate, dann ergibt 
sich, dafi sich auf dem eingeschlagenen Wege unzweifelhaft ein 
Einblick in die Stoffwechselvorgiinge und vor allem in die Fer- 
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mentabgabe verschiedenartiger Bakterien erhalten lift. Ebenso 
geht aus den wenigen Beobachtungen schon hervor, dal} verschie- 
dene Bakterien ein verschiedenartiges Verhalten zeigen. Der 
Abbau der Peptone schien in spezifischer Weise zu erfolgen, doch 
reichen unsere Versuche noch nicht zu einer endgiiltigen Schlub- 
folgerung aus. Einige Kurven modgen die Art der beobachteten 
Einwirkung auf bestimmte Proteine resp. Peptone erliiutern. 
Paratyphusahnlicher Bacillus (Hygien. Instit. Tierirztl. Hochschule, 
Berlin) geimpft auf Bouillon am 25. IV. 


28. 1V. ————=_ gepriift auf folgende Peptone (‘/2 cem Pepton, 112 ccm 
Am 4. , . 9 ; 
30. 1V. -------- Bouillon, 2 cem physiologische Kochsalzlisung): 
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Dieselbe Kultur gepriift am 3. und 6. V. ergab keinerlei Drehungsanderung. 


Streptococcus pleuro-pneumoniae Schiitz, geimpft auf Bouillon 
am 28. IV. 























Am | 2: ¥: gepruft auf folgende Peptone ('/2 ccm Pepton, 1'/2 ccm 
| 4. V. --- Bouillon, 2 cem physiologische Kochsalzlisung): 
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Dieselbe Kultur an denselben Peptonen gepriift am 4., 9., 20., 25. V. 
ergab keinerlei Drehungsanderung. 
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a) 1,5ccm Kultur Pneumococcus b) 1,5 ccm Kultur Pneumococcus 
pneumon. Schiitz, pneumon. Schitz, 
0.5 » 5°’oige Caseinpeptonlésung, 0,5 » d5°/oige Eieralbumin- 
peptonlésung, 
5,0 » Kochsalzlésung. 3,0 » Kochsalzlésung. 


c) 1,5 ecm Kultur Pneumococcus, 
0.5 » 5° jvige Eiereiweiflésung, 
5,0 » Kochsalzlésung. 
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a) 1,5 ccm Kultur Paratyphus, b) 1,5 ccm Kultur Paratyphus, 
0,5 » 5°%/oige Caseinpepton- 05 » 5°%/oige Eieralbumin- 
lésung, peptonlésung, 
5,0 » Kochsalzlésung. 0,5  » Kochsalzlésung. 


c) 1,5 cem Kultur Paratyphus, 
0.5 » 5°%/oige Eiereiweiflésung, 
5,0 » Kochsalzlésung. 
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Eine ganz iahnliche Fragestellung hat Wolfgang Wei- 
chardt!) in Angriff genommen. Er verwendete Prefsiifte von 
Typhus- und Colibazillen. Er hat gleichfalls die optische Me- 
thode beniitzt. Unsere Versuche sind unabhiingig von denen 

) Wolfgang Weichardt, Studien tiber das Wachstum und den 
Stoffwechsel von Typhus- und Colibacillus und iiber die Tatigkeit ihrer 
Fermente. Zentralblatt f. d. gesamte Physiol. u. Pathol. d. Stoffwechsels, 
N. F., Jg. V, S. 131, 1910. 
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Untersuchungen iiber die Fermente verschiedener Bakterienarten. té¢ 


Weichardts unternommen worden. Sie bilden ein Glied einer 
Reihe von Fragestellungen, die im hiesigen Institute in Angriff 
genommen worden sind. 

2. Lassen sich bei Verwendung einer bestimmte Substrate 
enthaltenden Kulturflissigkeit bet Ziichtuny verschiedenartiger Bak- 
terien Unterschiede im Abbau der Substrate feststellen? 

Zur Entscheidung dieser Frage ziichteten wir verschie- 
dene Bakterien auf Bouillon, Bouillon ++ 1°/o Seidenpepton- 
losung, ferner auf 10/,igen Lésungen der aus Seide, Gelatine, 
Edestin, Eiereiweii gewonnenen Peptone. Wir bestimmten 
jedesmal die Anfangsdrehung vor der Impfung und bestimmten 
dann das Drehungsvermégen nach einiger Zeit wieder. Bei 
jeder Versuchsreihe wurde das Drehungsvermégen der Kultur- 
fliissigkeit ohne Impfung mit verfolgt. Die erhaltenen Resultate 
ergeben sich aus der untenstehenden Ubersicht. 


Versuche iiber die Anderung der Drehung von Bouillon 


und Peptonlésungen durch wachsende Bakterien. 




















10 cm-Rohr 
Bakterienart ‘—_ae mae 
Nahrboden Anfangs- | Drehung | Drehung 
(1 Tropfen) dret | nach | nach 
renans | 36 Std. | 72 Std. 
| | 
Bouillon ohne — 0,38°; — 0,40°| — 0,40° 
Paratyphus (hyg. Inst. soa a 
» ; . . ao . — HS | a 
Tierarztl. Hochsch.) 0,58 | as | 
» Fringillarum — 0,38 | — 0,50 | _ 
pe 
nomnon ~- 3% ohne — 0,33 | — 0,33 | — 0,34 
Seidenpepton | 
desgl. Ba. equisepticus — 0,33 | — 0,42 | — 0,44 
Streptococcus | ry | 
> ms ‘ — 0,33 — (0,42 — 
pleuropneum. Schiitz i. | 
» paratyphusihnlicher B. | — 0,33 | — 0,48 — 
Seidenpepton- ; - 
fe : alle ).0 0.06 | + 0,06 
lésung 1%Jo illein — 0,07 -t- ) 
desgl. Paratyphus + 0,07 — 0,02 , — 0,08 
2 Fringillarum + 0,07. + 0,06 | — 0,06 
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Anderung der Drehung von 1°%/oigen Peptonlésungen 
durch wachsende Bakterien. 
Peptonlisungen mit 1 Tropfen der Kultur geimpft, nach 6tigigem Auf- 
enthalt im Brutschrank Drehung bestimmt. 


Bestimmung im 5 cm-Rohr. 





Streptoc. “— Kontrolle 


Sub- — _Pyo- 


Flexner 





tilis cyaneus pyog. | ohne 

Gelatine |—0,12|—0,14! —0,14| —0,16 | —0,17 | —0,17 0,16 
Seide |+0,01 —0,04'—0,08) --0,01 0,0 | —0,04 0,0 
Edestin |—0,12|—0,12|—0,11| —0,13 | —0,10 | — 0,13} —0,14 
Kieralbumin — 0.14 — 0,14 —0,12) — 0,05 | — 0,09 | — 0,12 | — 0,15 


Die verschiedenen Bakterien zeigten gegeniiber den ver- 
schiedenen Kulturbéden ein verschiedenes Verhalten. Eine 
Erweiterung der Versuche unter mdglichst verschiedenartigen 
Bedingungen und Anwendung mdglichst gut bekannter Sub- 
strate als Niahrboden wird unzweifelhaft zu noch schirferen 
Resultaten fiihren. Wir glauben durch diese vorliiufigen Ver- 
suche gezeigt zu haben, dafBh die Verfolgung des Drehungs- 
vermOgens der Kulturfliissigkeit selbst, oder aber der bei ihrer 
EKinwirkung auf bestimmte Proteine oder Peptone auftretenden 
Veriinderungen uns ein neues Mittel an die Hand gibt, um die 
verschiedenartigen Mikroorganismen zu differenzieren. ') 

Wir wollen auch hier noch ausdriicklich bemerken, dah 
wir die Bezeichnungen Fermentwirkung, Spaltung usw. nur 
als vorliiufige betrachten, da ja nicht bestimmt erwiesen ist, 
daf die beobachteten Drehungsénderungen auf einen Abbau 
zuriickzufiihren sind. Sie sind zuniichst ja nur ein Hinweis 
darauf, daS Veriinderungen eingetreten sind. Weitere Unter- 
suchungen miissen dann deren Art klar stellen. 


') Vgl. hierzu auch W. Weichardt, I. c. 








Beitrag zur Kenntnis der bei der totalen Hydrolyse von 
Proteinen auftretenden Aminosauren. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(‘Der Redaktion zugegangen am 25, August 1910.) 


In den letzten Jahren sind mit Hilfe der von Emil 
Fischer eingefiihrten Estermethode eine sehr grofSe Zahl von 
Proteinen auf ihren Gehalt an Aminosiuren untersucht worden. 
Es lagen diesen Arbeiten mehrere Ziele zugrunde. Einmal galt 
es, die Zusammensetzung einer mdoglichst grofben Zahl von 
Proteinen kennen zu lernen. Zahlreiche Fragestellungen trafen 
hier zusammen. Unsere Kenntnisse tiber die am Aufbau der 
verschiedenartigsten Proteine beteiligten Bausteine waren, ehe 
Emil Fischer seine klassischen Arbeiten begann, noch sehr 
liickenhafte. Das Resultat der zahlreichen Untersuchungen war, 
dafs am Aufbau der verschiedenartigen Eiweifikorper im all- 
gemeinen stets die gleichen Aminosauren beteiligt sind. Der 
eine oder andere Baustein fehlt einigen Proteinen. Grofe Unter- 
schiede ergaben sich bei der Vergleichung der Quantitéten, in 
denen die einzelnen Aminosduren in den verschiedenen Eiweib- 
stoffen sich finden. 

Weitere Untersuchungen galten vergleichenden Studien 
liber den Gehalt an Aminoséuren von Proteinen ein und der- 
selben Klasse. Hier sollte eine Grundlage fiir Studien tiber 
partielle Hydrolyse von Eiweifstoffen geschaffen werden. Nach 
dieser Richtung war es auch von grofter Wichtigkeit, Proteine 
aufzufinden, an deren Aufbau einige wenige Aminosduren in 
ganz besonders grofber Menge beteiligt sind. 

Endlich hatten die zahlreichen Hydrolysen auch zum Ziel, 
Ausgangsmaterial zur Gewinnung einzelner Aminosiiuren zu 
schaffen. 

In neuerer Zeit sind mehrfach Verbesserungen der 
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Fischerschen Estermethode vorgeschlagen worden. Ferner 
ist an den erhaltenen Resultaten Kritik geiibt worden. Wir 
haben schon vor langerer Zeit ausgedehnte Untersuchungen 
in Angriff genommen, um einesteils die vorgeschlagenen Ver- 
besserungen zu priifen und andernteils die Brauchbarkeit der 
Estermethode in quantitativer Hinsicht zu ergriinden. Wir 
werden tiber diese Untersuchung im Zusammenhang berichten. 
Hier sei zuniichst nur tiber Versuche berichtet, die den Zweck 
hatten, festzustellen, bei welchen Operationen der Estermethode 
Verluste erfolgen und ferner, ein wie groBer Teil des Gesamt- 
stickstoffs der Untersuchung entgeht. Wir gingen so vor, da 
wir vor und nach jeder Operation den Stickstoffgehalt genau 
bestimmten. Zunichst stellten wir den Stickstoffgehalt des Aus- 
gangsmateriales fest, dann wurde mit Baryt resp. Schwefel- 
siiure vollstiéndig hydrolysiert. Im Hydrolysat wurde wieder 
der Stickstoffgehalt bestimmt. Dann wurden die abgeschiedenen 
Aminosiiuren (Tyrosin, Glykokoll) und die entsprechenden Mutter- 
laugen auf Stickstoff analysiert. So verfolgten wir eine Phase 
nach der anderen. Die unten mitgeteilte Ubersicht gibt die 
erhaltenen Resultate wieder. Zu den einzelnen Versuchen ver- 
wendeten wir italienisches Seidenfibroin. Der Stickstoffgehalt 
bezieht sich auf die bei 120° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknete, aschefreie Substanz. Bei Versuch 1 und 2 ist die 
Hydrolyse durch Q9stiindiges Kochen mit einer heii gesattigten 
Barytlésung herbeigefiihrt worden. Vor dem Kochen war die 
Seide auf dem Wasserbad mit der Barytl6sung so lange di- 
geriert worden, bis der grote Teil der Seide gelést war. Bei 
Versuch 3 und 4 verwendeten wir 25°%/oige Schwefelsdure. 
Wir kochten 16 Stunden. In beiden Versuchsreihen bestimmten 
wir den Stickstoffgehalt des Hydrolysats und des ungeldst ge- 
bliebenen Riickstandes. Sein Anteil ist bei der Seide sehr 
gering. Wihrend der Hydrolyse sind keine nennenswerten 
Verluste eingetreten. Selbstverstindlich wurde das Kochen mit 
Baryt resp. Schwefelsiiure unter Anwendung eines guten Riick- 
flubkiihlers vorgenommen. Wir wollen jetzt schon bemerken, 
da bei anderen Proteinen beim Kochen mit Saéuren namentlich 
schwefelhaltige Produkte sich im Kiihler kondensieren. Beim 
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Hiimoglobin beobachteten wir wiederholt Schwefelabscheidung 
und bei der Hydrolyse von Spongin Jodoformgeruch. Wabhr- 
scheinlich werden sich bei den verschiedenartigen Proteinen 
grofere Verluste als gerade bei der Seide ergeben. 

Im Baryumsulfatniederschlag blieb ebenfalls kein grofSer 
Anteil des Gesamtstickstoffs zuriick. Auch dieser Befund darf 
nicht verallgemeinert werden. Bei der Hydrolyse anderer 
Proteine haben wir nach immer und immer wieder ausgefiihrter 
Auskochung des Baryumsulfatniederschlages noch grofere Mengen 
organischer Substanz im genannten Niederschlag beobachtet. 
Es scheint, dali sehr schwer lésliche Baryumverbindungen vor- 
liegen. Die Verluste beim Filtrieren des Baryumsulfatnieder- 
schlages waren gering. Nun wurde das Tyrosin abgeschieden. 
Auch bei dieser Operation sind kleine Verluste vorhanden. Die 
Mutterlauge des Tyrosins wurde verestert, das Glykokoll als 
Esterchlorhydrat abgeschieden. Bei Versuch 3 und 4 wurde 
ganz besondere Sorgfalt auf méglichst quantitative Bestimmung 
des Glykokolls gelegt. Die Veresterung wurde drei-, ja beim 
letzten Versuch sogar fiinfmal wiederholt. Bei den beiden ersten 
Versuchen war offenbar nicht alles Glykokoll abgetrennt worden. 
Aus der Mutterlauge des Glykokollesterchlorhydrats wurden die 
Ester in Freiheit gesetzt. 

Wir hielten uns in allen Fallen an die Vorschrift Emil 
Fischers. Wir wichen nur insofern von dieser ab, als wir 
nach erfolgter Loésung der salzsauren Aminosauren in wenig 
Wasser nach Zusatz von Natronlauge direkt festes Kalium- 
carbonat zugaben und nicht zuerst eine konzentrierte wiasserige 
Losung von Kaliumcarbonat. Die Hauptsache ist, daf man 
durch tiichtiges Schiitteln und vorsichtigen Zusatz des Kalium- 
carbonats jede Klumpenbildung vermeidet. Es muf schlieBlich 
eine ganz lockere, feinkérnige Masse resultieren, die ein ganz 
homogenes Aussehen hat. Der Ather muS jedes Kérnchen fiir 
sich umspiilen und tiberall sofort die in Freiheit gesetzten 
Ester aufnehmen konnen. Wir haben nach Levenes') Vor- 
schlag auch wasserfreies Baryumhydroxyd verwendet, jedoch 


') P. A. Levene, The cleavage products of proteoses. The Journal 
of biological chemistry, Vol. I, p. 45, 1903/6. 
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trotz aller Bemiihungen nie so gute Resultate erzielt, als nach 
der urspriinglichen Vorschrift. Die Verwendung von Kalium- 
carbonat und Natronlauge erleichtert sehr die Wiederholung 
der Veresterung. Wir haben friiher!) den nach der Aus- 
ditherung der Ester verbleibenden Riickstand zuniichst in Wasser 
gelost und dann gasfOrmige Salzsaure eingeleitet. Dann dampften 
wir bis zur Abscheidung von Salzkrusten ein. Nun wurde 
filtriert und das Filtrat weiter eingeengt. Die vereinigten 
Salzmassen wurden dann solange mit Alkohol, der mit gas- 
formiger Salzsiure gesiittigt war, gewaschen, bis keine organische 
Substanz mehr den anorganischen Salzen beigemengt war. 
Dieser ganze Prozefi lift sich sehr vereinfachen. Man iiber- 
gieht den obengenannten Riickstand direkt mit Alkohol und 
leitet gasfOrmige Salzsiure ein. Von den ungeldsten Salzen 
wird abfiltriert. Bei gréfSeren Salzmengen wird der ganze 
Prozefi wiederholt. Die alkoholischen Filtrate werden unter 
vermindertem Druck zur Trockene verdampft und nunmehr 
die Veresterung wiederholt. In anderen Fiillen haben wir nicht 
direkt verestert, sondern den Riickstand, der nach der Aus- 
atherung verbleibt, zuniichst ein- bis zweimal mit Salzsiéure 
zur Trockene verdampft und dann den Riickstand mit Alkohol 
ubergossen und gasfOrmige Salzséure eingeleitet. Wir kamen 
so rascher zum Ziel, als wenn wir bei Anwendung von Baryt 
diesen mit Schwefelsiure entfernen muften. Ohne Zweifel 
wird bei der Art der Anwendung der einen oder anderen Me- 
thode auch die Ubung eine grofe Rolle spielen. 

Ein Blick auf die tabellarische Ubersicht zeigt, daB bei 
der Infreiheitsetzung der Ester wechselnde Resultate erhalten 
werden. Bei den beiden letzten Versuchen waren die Kesultate 
gleichmaBiger. Ohne Zweifel liegt hier eine der wesentlichsten 
Fehlerquellen. Die Infreiheitsetzung der Ester erfordert Er- 
fahrung und Ubung. Bemerkt sei, daB die meisten der von mir 
und meinen Mitarbeitern ver6ffentlichten Arbeiten tber voll- 
stindige Hydrolyse von Proteinen Resultate enthalten, die nach 
mehrfacher Wiederholung der ganzen Arbeit gewonnen worden 


4) Vgl. Emil Abderhalden, Hydrolyse des krystallisierten Oxy- 
hamoglobins aus Pferdeblut. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 5. 484, 1903. 
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sind. Oft ergaben sich ganz betrachtliche Unterschiede. Selbst- 
verstiindlich sind immer die besten Ausbeuten angegeben. 

Im Destillationsriickstand verblieb noch eine ansehnliche 
Stickstoffmenge. Aus ihm 1&Bt sich Serinanhydrid gewinnen. 
Bei der Fraktionierung der Ester und speziell beim Abdampfen 
des Athers sind die Verluste relativ groB. Diese Fehlerquelle ist 
bereits bekannt. Man kann sie betrichtlich einschranken, indem 
man den von den Estern abdestillierten Ather mit wiisseriger Salz- 
siiure ausschiittelt und dann vom Ather abtrennt. Dampft man 
den salzsiiurehaltigen Auszug ein, dann erhalt man noch ganz 
betriichtliche Mengen von Aminosauren (Glykokoll und Alanin). 
Unzweifelhaft entstehen auch Verluste bei der Destillation der 
Ester selbst. Sie lassen sich vermeiden durch eine sehr sorgfaltige 
Kiihlung der Vorlage. Am besten werden zwei Vorlagen vor- 
gelegt. In manchen Fillen beschickten wir die zweite Vorlage (am 
besten wird hierzu eine Saugflasche genommen) mit verdiinnter 
Salzséure. Zwischen der ersten und zweiten Vorlage wurde dann 
ein Hahn eingeschaltet, um zu vermeiden, dafb bei Unterbrechung 
des Vakuums Salzsiiuredimpfe in die erste Vorlage zuriicksteigen. 

Weitere Verluste entstehen bei der Trennung der einzel- 
nen Fraktionen in ihre Bestandteile. Hier sprechen Erfahrung 
und Ubung eine sehr groBe Rolle. Verluste sind jedoch nicht 
vermeidbar. Viel hangt natiirlich von der Art der Zusammen- 
setzung der einzelnen Fraktionen ab. Wiegen bestimmte Amino- 
siiuren vor, dann wird die Trennung rascher gelingen, als wenn 
ein Gemisch von mehreren, in ungefahr gleicher Menge vor- 
handenen Aminosiiuren vorliegt. Besondere Schwierigkeiten 
bereitete bisher immer die Trennung von Alanin, Valin, Leucin 
und Isoleucin. Die erstere Aminosiure aft sich noch am besten 
abtrennen. Valin, Leucin und Isoleucin bilden leicht Misch- 
krystalle. Durch alle friiheren Arbeiten klingt die Klage, dab 
die Leucinfraktion meist nicht ganz rein zu erhalten sei. Nie 
ist ein Zweifel daritiber belassen worden, dai unter Leucin ein- 
mal die Aminoisobutylessigsiure und das Isoleucin zu verstehen 
sind und ferner Valin beigemischt ist. Das Isoleucin ist nie 
bestimmt worden. Sein Entdecker Ehrlich hatte seinerzeit den 
Wunsch geiiubert, die Leucinfraktion nach dieser Richtung selbst 
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aufzuarbeiten. Wir begniigten uns deshalb meistens mit der 
qualitativen Feststellung. Durch den Versuch, Valin abzu- 
trennen, hatten wir meistens grofe Verluste. Wollte man tiber- 
haupt vergleichbare Werte erhalten, dann konnte man nur so 
vorgehen, daf man aliquote Anteile der einzelnen, schon miég- 
lichst gereinigten Fraktionen auf bestimmte Aminosiuren ver- 
arbeitete. Einer Bemerkung von Halliburton’) gegeniiber sei 
auch hier nochmals ausdriicklich hervorgehoben, daB weder 
Emil Fischer noch ich jemals behauptet haben, dafi die mit 
Hilfe der Estermethode erhaltenen Werte Anspruch auf Exakt- 
heit machen. Niemals war die Rede von einer quantitativen 
Bestimmungsmethode. Daf die Estermethode in ganz verschie- 
denen Hinden recht gut iibereinstimmende Werte ergeben kann, 
haben die Wiederholungen von Hydrolysen ergeben, die wir 
bereits ausgefiihrt hatten.*) Schon der Umstand, dafi eine 
Wiederholung der Veresterung nach erstmaliger Ausitherung 
der Ester die Ausbeuten ganz wesentlich steigert, zeigt, dal 
von einer quantitativen Methode nicht die Rede sein kann. 
Bei der Seide sind die Ausbeuten bei weitem am besten, weil 
hier nur einige wenige gut trennbare Aminosiuren vorliegen. 
Daf wir niemals daran gedacht haben, die von uns gegebenen 
Werte, die tibrigens stets als Minimalwerte bezeichnet sind, als 
quantitative auszugeben, geht schon daraus hervor, dai wir 
immer, wenn es sich um quantitative Bestimmungen handelte, 
nur Tyrosin, Glutaminsaéure und die Diaminosduren in Betracht 
zogen. Héchstens das Glykokoll wurde in solchen Fiillen noch 
mitbestimmt. Osborne, der tiber eine reiche Erfahrung auf 
diesem Gebiete verfiigt, hat unter Beriicksichtigung der er- 
wahnten Punkte bei der Vergleichung unserer Resultate mit 
den seinen sich mit einer anniihernden Ubereinstimmung zu- 
frieden gegeben. 

1) Vg]. den Annual Report of the Chemical Society 1909. Biological 
Chemistry. Berichterstatter: W. D. Halliburton. 

?) Vgl. hierzu die Resultate, die Osborne und seine Schiiler bei 
der Hydrolyse von Proteinen der Pflanzenwelt erhalten haben. Eine Zu- 
sammenstellung der Resultate findet sich in Bd. IV des Biochemischen 
Handlexikons. 














484 Emil Abderhalden, 


Nun haben vor kurzem Levene und Slyke!) eine Me- 
thode angegeben, die eine quantitative Trennung der Leucin- 
fraktion in Leucin, Isoleucin und Valin gestatten soll. Bestii- 
tigt sich die Exaktheit der Methode durch weitere Erfahrungen. 
dann ist ohne Zweifel ein bedeutsamer Erfolg in der Trennung 
dieser Aminosiiuren zu verzeichnen. Selbstverstiindlich konnen 
jedoch die erhaltenen Werte auch nicht als quantitative be- 
trachtet werden. Die Methode von Levene und Slyke er- 
strebt ja nur eine Trennung der Leucinfraktion in die einzelnen 
Komponenten. Da jedoch die Leucinfraktion als solche bereits 
durch eine nicht quantitative Methode gewonnen worden ist. 
so bleibt der Fehler, der der Estermethode an und fir sich 
anhaftet, bestehen. Levene und Slyke heben ganz richtig 
hervor, daf die friiheren Untersucher nie einen Zweifel dartiber 
gelassen haben, daf} die Leucinfraktion nicht einheitlich sei. 
Ks muBbte jede Methode, die eine quantitative Trennung der 
drei genannten Aminosiiuren gestattet, zu einer Revision der 
bisher angegebenen Werte fiihren. Genau ebenso wiirde eine 
bessere Methode zur Trennung von Asparaginsaure, Serin und 
Phenylalanin sofort zu besseren Ausbeuten fihren. 

Levene und Slyke?) haben nun bei der Priifung der 
Leucinfraktion des Edestins und des Caseins fiir die Fraktion 
als solche andere Werte erhalten, als sie von Emil Fischer 
und von mir angegeben worden sind. Das Casein ist von 
Emil Fischer und spater von mir wiederholt analysiert wor- 
den. Die einzelnen Bestimmungen gaben recht gut tiberein- 
stimmende Werte. Wir erhielten eine Leucinfraktion +- Valin 
von ca. 11 g. Levene und Slyke fanden 16 g. Beim Ede- 
stin, das von uns wiederholt untersucht worden ist, erhielten 
die genannten Autoren einen viel niedrigeren Wert, nimlich 
statt ca. 21 g nur 14g. Wir haben beim Casein trotz grobter 
Sorgfalt nie mehr als 13 g Leucinfraktion pro 100 g reines 
') P. A. Levene und Donald D. Van Slyke, The leucin fraction 
of proteins, The Journal of Biological Chemistry, Vol. VI, p. 391, 190%. 

*) P. A. Levene und Donalt D. van Slyke, The leucin fraction 
in casein and edestin. The Journal of biologicol Chemistry, Vol. VI, 
p. 419, 1909 
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Casein (Hammarsten) erhalten kénnen. Unsere Ausbeuten fiir 
Edestin schwanken zwischen 17,5 und 21°/o. Dab Levene 
und Slyke fiir Edestin andere Werte gefunden haben, erkliirt 
sich vielleicht ohne weiteres daraus, daB sie bei der Isolierung 
der Leucinfraktion anders verfahren sind als wir. Die Griinde 
fiir die hGhere Ausbeute der Leucinfraktion beim Casein kénnen 
wir nicht angeben. Weitere Untersuchungen, die bereits im 
Gange sind, miissen hier Aufklérung bringen. Wir sind schon 
hier kurz auf die Arbeit von Levene und von Slyke ein- 
gegangen, weil Unkenntnis der ganzen Methodik leicht zum 
Schlusse fiihren kénnte, als waren die zutage getretenen Dif- 
ferenzen unbedingt auf mangelhaftes Arbeiten zuriickzufiihren. 
Nur solehe Resultate sind bei Anwendung der Estermethode 
vergleichend — und dann noch unter der Reserve, dai keine 
quantitative Methode vorliegt — zu verwerten, die in allen Ein- 
zelheiten genau auf die gleiche Weise erhalten worden sind. 

Will man fiir einzelne Proteine den Gehalt an bestimmten 
Aminosiiuren in exakterer Weise feststellen, als es bis jetzt 
der Fall war, dann muf man in erster Linie die Esterinfreiheit- 
setzung wiederholen. 

Addiert man bei den Versuchen I, II] und IV (vgl. die obige 
Tabelle) die Stickstoffwerte fiir Tyrosin, Glykokoll und fiir die 
einzelnen Esterfraktionen, dann kommt man zu den folgenden 
Ausbeuten: Bei Versuch | sind erhalten worden 14,07 g N, aus- 
gegangen wurde von 21,20 g N. Der Bestimmung entgangen sind 
somit 7,13 g N. Die entsprechenden Werte fiir Versuch III sind: 
Erhalten von 17,15 ¢N 12,15 g. Differenz 5 g N. Versuch IV: 
Ausgegangen von 34,30 g N, isoliert 26,66 g N. Differenz 7,64 gN. 
Bei Versuch I sind 66,37°/o N in definierbarer Form erhalten 
worden, bei Versuch II 70,84°/o und 77,72°/o bei Versuch III. 

Ein Blick auf diese Werte zeigt, dali selbst beim Seiden- 
fibroin, das der Isolierung der Aminoséuren die wenigsten 
Schwierigkeiten entgegensetzt, weil es nur wenige Bausteine 
besitzt, ziemlich erhebliche Differenzen in den Ausbeuten vor- 
kommen. Versuch I und II sind von einem anderen Unter- 
sucher ausgefiihrt worden, als Versuch III und IV. Bei Ver- 
such IV wurde der Infreiheitsetzung der Ester die denkbar 
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grobte Sorgfalt gewidmet. Ferner wurde die Veresterung 5mal 
wiederholt. Bei Versuch III war nur 3mal verestert worden. 
Die angegebenen Ausbeuten wiirden sich verringern, wenn an 
Stelle der Ester die freien Aminosiuren (nach erfolgter Ver- 
seifung und Trennung) beriicksichtigt wiirden. Anderseits wiirde 
das im Destillationsriickstand.vorhandene Serinanhydrid hinzu- 
kommen. 

Wir haben den ganzen Esterprozei wiederholt und in 
allen Fillen noch Aminosiureester gewonnen. Die Ausbeuten 
waren allerdings keine sehr bedeutenden mehr. Immer blieb 
noch ein betrichtlicher Teil des Stickstoffs beim Auséthern 
der Ester zuriick. Zum Teil ist dieser Anteil auf Diamino- 
siuren zuriickzufihren. 

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dal die Verfolgung 
des Stickstoffgehaltes der -bei den mannigfaltigen Operationen, 
die zur Isolierung der Monoaminosauren dienen, auftretenden 
Zwischenprodukte uns ein Mittel an die Hand gibt, die Quellen 
von Verlusten aufzudecken. Man wird in Zukunft verlangen 
miissen, dafi bei jeder Hydrolyse die hier mitgeteilten Werte 
bestimmt werden. Nur dann wird es mdglich sein, die von 
verschiedenen Seiten gewonnenen Werte zu vergleichen und 
zu beurteilen. 

Unzweifelhaft wird man ein ganz anderes Bild erhalten, 
wenn man nicht Seide, sondern irgend ein anderes Protein, 
das mannigfaltigere Bausteine besitzt, in analoger Weise unter- 
sucht. Hier wird es auch n6tig sein, vergleichende Unter- 
suchungen mit kiinstlich hergestellten Gemischen bekannter 
Aminosiiuren anzustellen. Derartige Versuche sind auch von 
anderer Seite in Angriff genommen worden,!) jedoch ohne 
Kontrolle mit Hilfe der Stickstoffwerte. 





‘) Vel. Thomas B. Osborne and D. Breese Jones, Determining 
the quantity of monoamino-acids yielded by proteins when hydrolyzed 
with acids. The American Journal of Physiology, Vol. XXVI, p. 212, 1910, 


und A consideration of the sources of loss in analyzing the products of 


protein hydrolysis. Ebenda, p. 305. 
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Weitere Beitrage zur Kenntnis der Glutaminsdure und der 
Pyrrolidoncarbonsaure. 
Von 
Emil Abderhalden und Karl Kautzsch. 





(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, August 1910.) 


Vor kurzem haben wir auf die Méglichkeit hingewiesen, 
daB in den Eiweibstoffen Pyrrolidoncarbonsiiure vorhanden sein 
koénnte.!) Nach den bisher tiblichen Methoden mubte sie dem 
Nachweis entgehen, weil sie auferordentlich leicht zu Gluta- 
minséiure aufgespalten wird. Um die Pyrrolidoncarbonsiure 
unter den Abbauprodukten von Eiweifstoffen auffinden zu kén- 
nen, ist es einmal notwendig, die Hydrolyse mit mdglichst in- 
differenten Mitteln durchzufiihren. In Betracht kommt nur der 
fermentative Abbau. Ferner war es notwendig, mdéglichst cha- 
rakteristische Derivate der Pyrrolidoncarbonsaéure kennen zu 
lernen, um sie von den tbrigen Aminosiiuren und speziell von 
der Glutaminséure abzutrennen. Wir haben schon in der ersten 
Mitteilung eine Anzahl von Salzen beschrieben, die aber alle 
zur Unterscheidung und Trennung von Pyrrolidoncarbonsiure 
und Glutaminséure nicht sehr geeignet sind. 

Der wesentlichste Unterschied zwischen Glutaminsiure 
und Pyrrolidoncarbonsiure ist, daB die erstere eine Amino- 
gruppe und zwei Carboxyle aufweist, wiihrend die Pyrrolidon- 
carbonséure nur eine Carboxylgruppe und, was das Wichtigste 
ist, an Stelle der Aminogruppe eine Iminogruppe besitzt. Auf 





‘) Emil Abderhalden und Karl Kautzsch, Zur Kenntnis der 
Glutaminsdure und der Pyrrolidoncarbonsaure, Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, 
S. 447 (1910). — Vgl. auch Emil Abderhalden und Akikazu Suwa, 
Synthese von Polypeptiden. Derivate der Pyrrolidoncarbonsiure. Berichte 
d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XLII, S. 2151 (1910). 
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diesem letzteren Unterschiede begriindeten wir Methoden zur 
Trennung der beiden genannten Séuren. Da die Pyrrolidon- 
carbonsiiure keine Aminogruppe besitzt, so ist sie zur Bildung 
mancher Derivate, die der Glutaminsiiure zukommen, nicht 
befihigt. !) 

Wir haben zuniichst die Carbiithoxylglutaminsiiure dar- 
gestellt: 

COOH 


CH NH- CO - OC,H, 


| 
COOH. 


Wir gewannen sie durch Kuppeln von Glutaminsaure mit 
Chlorkohlensiiure-Athyl. Von dem Kuppelungsprodukt stellten 
wir das zweibasische Kupfer-, Silber- und Baryumsalz dar. Die 
beiden erst erwiihnten Salze sind in Wasser schwer loslich. 
Das Kupfersalz ist selbst in heiBem Wasser nur wenig loslich. 
Es ist daher gut geeignet zur Trennung vom pyrrolidoncarbon- 
sauren Kupfer. Die Loéslichkeit des carbéthoxylglutaminsauren 
Kupfers wird allerdings durch das gleichzeitige Vorhandensein 
von anderen Kupfersalzen und speziell von pyrrolidoncarbon- 
saurem Kupfer beeinfluBt, jedoch ist der Loslichkeitsunterschied 
immer noch grof genug, um die beiden Verbindungen zu trennen. 

Zur Trennung der Pyrrolidoncarbonsiiure von der Gluta- 
minsiiure diirfte weiterhin die Anwendung der Carbamin- 
siiurereaktion nach Siegfried?) sehr geeignet sein. 

Wie wir uns durch Versuche an einem Gemisch von 
Glutaminsiiure und Pyrrolidoncarbonsiiure unter Anwendung von 


') Vgl. hierzu auch Emil Abderhalden und Casimir Funk, 
Weiterer Beitrag zur Kenntnis der partiellen Hydrolyse von Proteinen, 
Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 436 (1910). 

*) Vel. hierzu die einschligigen Arbeiten von M. Siegfried und 
Mitarbeitern; vor allem M. Siegfried, Uber die Bindung von Kohlen- 
siure durch amphotere Amidokérper, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 85 
(1905); Bd. XLVI, S. 401 (1905); ferner M. Siegfried und H. Schmitz, 
ebenda, Bd. LXV, S. 295 (1910). 
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Barythydrat tiberzeugen konnten, erhilt man nach den Angaben 
von Siegfried in gewiinschter Weise die Glutaminsaure als 
carbaminoglutarsaures Baryumsalz im Niederschlag, wiahrend 
die Pyrrolidoncarbonsiure aus dem Filtrate nach Neutralisieren 
und Einengen leicht gewonnen werden kann. Selbstverstiindlich 
laBt sich auf diesem Wege auch die Frage entscheiden, ob und 
wieviel Glutaminsiiure vorgebildet vorhanden ist. Gleichzeitig 
wird sich vielleicht auch feststellen lassen, wieviel Prolin sich 
bei der Verdauung mit Trypsin + Erepsin aus den verschiedenen 
Proteinen gewinnen liifit. Untersuchungen nach dieser Richtung 
sind im Gange. 

Sicher sind andere Derivate der Glutaminsiiure — speziell 
die Benzoylverbindung — ebenfalls geeignet zur Trennung von 
der Pyrrolidoncarbonsaure. 

Die Carbiithoxylglutaminsiiure bietet noch anderweitig 
Interesse. Wihrend die Glutaminsiiure mit Ausnahme einiger 
Schwermetallsalze lediglich einbasische Salze liefert, bildet die 
Carbéthoxylverbindung leicht zweibasische Salze. 

Die Carbiithoxylglutaminséure liefert mit Baryumcarbonat 
das zweibasische carbithoxylglutaminsaure baryum- 
salz: 


COO 

| \ 
H,.C,0-0C-HN-CH \. 

| ~ 

CH, Ba. 

| 

CH, J 

we 

COO 


Ferner gewannen wir das zweibasische Silbersalz, 
C,H, ,O,NAg,, und das zweibasischeKupfersalz, C,H,,O,NCu. 

Jedenfalls laBt sich auf Grund der leichteren Befahigung 
zur Bildung zweibasischer Salze bei der Carbaéthoxylglutamin- 
siiure in Gegensatz zu der Glutaminsiiure erkennen, dali die 
Aminogruppe in letzterer Verbindung die Siéurenatur der einen 
Carboxylgruppe stark beeintrichtigt. 

Wir haben ferner noch die Bildung der Pyrrolidon- 
carbonséure aus Glutaminsiiure beim Erhitzen genauer ver- 
folgt. Uber diese Reaktion haben bereits Menozzi und 
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Appiani,') und ferner, allerdings nur ganz kurz, Haitinger?) 
berichtet. | 

Unsere Untersuchungen fiihrten, kurz zusammengefaBt, zu 
folgenden Ergebnissen: Wenn man die Glutaminséure auf 150 
bis 160° zum Schmelzen erhitzt, so entweicht nur ziemlich 
langsam die fiir ein Molekiil berechnete Menge Wasser. Das dabei 
in sehr guter Ausbeute erhaltene Produkt zeigt, wie bereits 
Menozzi und Appiani angeben, Linksdrehung. Jedoch be- 
obachteten wir, dafi das durch Fraktionierung aus Wasser er- 
hiiltliche Produkt eine bedeutend starkere Linksdrehung auf- 
weist, als die genannten Forscher bei ihrem Praparate fanden: 


sie gaben als den hdchsten Drehungswert an: [a|p—=—7,21°. 
Die von uns beobachteten héchsten Werte fiir die Drehung 
in wisseriger Lésung sind: {a]p==— 11,3° und — 11,5°% So- 


wohl in iithylalkoholischer als auch in methylalkoholischer 
Losung ist das DrehungsvermOgen nach 0° bezw. nach rechts 
verschoben. Die Feststellung des héchsten Drehungswertes ist 
mit Sehwierigkeiten verkniipft, weil stets auch die inaktive 
Form entsteht. Die linksdrehende Form ist sowohl in Athyl- 
und Methylalkohol als auch in Wasser — diese Lésungsmittel 
kommen zum Umkrystallisieren hauptsachlich in Betracht — 
leichter lOslich als die inaktive Pyrrolidoncarbonsaure. Wie aus 
unseren Aufspaltungsversuchen der linksdrehenden Pyrrolidon- 
carbonsiiure zur rechtsdrehenden Glutaminsiure (vgl. weiter 
unten) unter Verfolgung der Drehungsinderung hervorgeht, 
diirfte der oben angegebene Drehungswert von — 11,5° einem 
reinen Priiparate entsprechen. 

Erhitzt man die Glutaminséure auf 180 bis 190° oder 
auch auf 200 bis 220°, so erhialt man Produkte, die nach 
Umlésen reine, zum grdften Teil inaktive Pyrrolidoncarbon- 
siiure und zwar bei zweckmabigem Erhitzen in sehr guter 


') A. Menozzi e G. Appiani, «Sopra alcuni derivati dell’ acido 
glutammico». Rendiconti della R. Acad. dei Lincei. Vol. VII, 1891, fasc. 1°, 
pag. 33, «Sopra un nuova acido derivato dell acido glutammico>, Gazzetta 
chimica italiana, Bd. XXII (II), S. 105 (1892); ferner «Sopra alcuni deri- 
vati dell’ acido glutammico, Acidi piroglutammici e piroglutammidi. Gazz. 
chim. italiana, Vol. XXIV (I), p. 370 (1894). 

*) Haitinger, Wiener Monatshefte, Bd. III, 5. 228. 
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Ausbeute liefern. Fast immer gewinnt man dabei Priiparate, 
die auch Linksdrehung aufweisen. Die inaktive Pyrrolidoncar- 
bonsdure erhalt man natiirlich auch durch (kurzes) Erhitzen 
der linksdrehenden Form auf ca. 190°. 

Wir haben schlieflich noch zu bemerken, dali wir bei 
unseren sehr zahlreichen Darstellungsversuchen wiederholt beim 
Erhitzen der Glutaminsiure auf hoéhere Temperatur, besonders 
auf 180 bis 200°, auch ein Priparat in keiner Menge iso- 
lieren konnten, das einige Grade nach rechts drehte.') Die 
Stickstoffbestimmung eines derartigen Préparates gab einen 
auf Pyrrolidoncarbonsiure stimmenden Wert. Bei unseren 
friiheren Versuchen hatten wir zufialligerweise ein nach rechts 
drehendes Produkt in Hiinden gehabt. ') 

Wir haben endlich, wie oben schon kurz angedeutet, die 
Aufspaltung der Pyrrolidoncarbonsiiure zu Glutaminséure ver- 
folgt. Wir konnten dabei feststellen, dai die Spaltung bereits 
durch verdiinnte Salzsiure bei 37° in wenigen Tagen erfolgt. 
Die inaktive Pyrrolidoncarbonsaure lieferte dabei inaktive Glut- 
aminsiiure bezw. inaktives Glutaminsiiurechlorhydrat; die links- 
drehende Pyrrolidoncarbonsiure gab rechtsdrehende Glut- 
aminsiiure. Hieraus ist zu schlieBen, daB der rechtsdrehenden 
Glutaminsiiure die linksdrehende Pyrrolidoncarbonsaure ent- 
spricht. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung von Pyrrolidoncarbonsaure. 
Die zu den folgenden Versuchen benutzte Glutaminsiiure 
war durch Salzséurehydrolyse aus Gliadin gewonnen worden. 


Linksdrehende Pyrrolidoncarbonsaure. 


d-Glutaminsiiure wird im Olbad auf 150—160/165° erhitzt. 
gemessen mittels eines in die Substanz eingetauchten Normal- 
thermometers. Nach etwa */4 Stunden beginnt die Substanz 
zu schmelzen, wobei deutlich ein Herabsinken der Temperatur 





‘) Eine rechtsdrehende Pyrrolidoncarbonsaéure von [a] = -+ 7° er- 
hielten Menozzi und Appiani aus Rechts-Pyroglutamid durch Kochen 
mit Barytwasser. (Gazzetta chimica italiana, Bd. XXIV (1), S. 382 (1894); l.c.) 
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um einige Grade zu beobachten ist; nach etwa 2 Stunden (fiir 
\0 g) ist die fiir 1 Molekiil berechnete Menge Wasser ent- 
wichen. Die nur schwach gefirbte Schmelze erstarrt beim 
Erkalten krystallinisch. Im Kapillarrohr schmilzt dieses Produkt 
unscharf gegen 145°. Die Drehungsbestimmung eines derartigen 
Produktes ergab: 

0.5626 g Substanz, in Wasser zu 10,5836 g Gesamtgewicht 
gelOst, drehten bei einem spezifischen Gewicht von 1,01 im 
1 dcm-Rohr 0,54° nach links, mithin 

[alp os — 10,06°. 

Uber die Fraktionierung eines linksdrehenden Rohpyrro- 
lidonearbonsiiurepriiparates médge folgendes Beispiel ein Bild 
geben: 

10 g Glutaminséure wurden 1'/2 Stunden auf 150—160° 
erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde aus 25 ccm heifen Wassers 
umkrystallisiert. Die zunichst abgeschiedenen Krystalle, knapp 
1 g, zeigten den Schmelzpunkt einer noch etwas unreinen, in- 
aktiven Pyrrolidoncarbonsiiure (gegen 181° nach vorheriger 
Erweichung). Die spezifische Drehung in wisseriger LOsung 
betrug ca. —1°. 

Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade auf etwa die 
Hilfte eingeengt. Die Menge der ausgeschiedenen Krystalle, 
die bei 100° getrocknet wurden, betrug 3,6 g. Sie zeigten fast 
den niimlichen Schmelzpunkt, den Menozzi und Appiani?) 
fiir ihre linksdrehende Pyrrolidoncarbonséure angaben. Die 
Substanz schmolz bei 158—160° (korr. 158,5—160,5°) nach 
kurz vorheriger Erweichung. Das Drehungsvermoégen betrug: 

[alp == — 8,8°. 

0,5393 g Substanz, in Wasser zu 9,5391 g Gesamtge- 
wicht gelést, drehten bei einem spezifischen Gewicht von 1,01 
im 1 dem-Rohr 0,50° nach links. Wurde dieses Produkt aus 
Wasser umkrystallisiert, so erhielt man ein Préparat, das be- 
reits eine spezifische Drehung von nur ca. — 5° zeigte. Das 


') A. Menozzi und G. Appiani gaben an: Schmelzp. 160—161’, 
nachdem bei 159° Verinderung eintrat (Gazzetta chim. ital., Bd. XXII (II), 
S. 105 (1892), vgl. l. ce.) und ferner Schmelzp. 162° (Gazzetta chim. ital., 


me 


Bd. XXIV (1), S$. 370—391 (1894), 1. c.). 





| 
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starke Herabsinken des Drehungsvermégens beobachtet man 
ebenfalls bei Anwendung von Alkohol als Umlésungsmittel. 
Durch Eindampfen der Mutterlauge der oben erwiihnten 
3,6 g bis auf wenige Kubikzentimeter wurden noch 2,1 g Pyrro- 
lidoncarbonsiiure erhalten. 
Die spezifische Drehung betrug: 


[ajp == —11,27°. 
0,5223 g Substanz wurden in Wasser zum Gesamtgewieht 
9,2911 g gelést; d = 1,01, a = —0,64° im 1 dem-Rohr. 


Nach den vorstehenden Angaben beliiuft sich also die 
Ausbeute an Pyrrolidoncarbonséure auf fast 80°/o der theo- 
retisch mdglichen. 

Wir fanden, da, wenn die bereits auf 160° erhitzt ge- 
wesene Substanz noch kurze Zeit, ca. 1/1 Stunde auf etwa 
180° erhitzt wird, ein Préiparat mit hoher Linksdrehung er- 
halten werden kann. Ein solches Produkt zeigte z. B. eine 
spezifische Drehung von 

| ap = 11,52°. 

0,4347 g Substanz, in Wasser zu 9,3674 g Gesamtgewicht 
gelost, drehten bei einem spezifischen Gewicht von 1,01 im 
1 dem-Rohr — 0,54°. 

Die linksdrehende Pyrrolidoncarbonsiure ist in Essigester 
nur sehr schwer, in Chloroform kaum lislich, in Toluol, Ather 
und Aceton unléslich, in Wasser, Athyl- und Methylalkohol 
ist sie dagegen sehr leicht léslich. Sie reagiert stark sauer. 
Sie schmeckt sauer, ohne den faden Nachgeschmack der Glu- 
taminséure aufzuweisen. 


Drehungsbestimmungen der in wiasseriger Losung 
linksdrehenden Pyrrolidoncarbonsaure in Athylalkohol 
und in Methylalkohol. 


Zu den folgenden Untersuchungen diente ein Produkt, 
das in wasseriger Lisung eine spezifische Drehung von — 11,27° 
zeigte. 


Drehung in Methylalkohol: 
0,5380 g Substanz, in Methylalkohol zu 8,0243 g Ge- 


OF 
32 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXVIII. 
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samtgewicht gelést, drehten bei einem spezifischen Gewicht 
von 0,810 im 1 dem-Rohr -+- 0,23°; daraus berechnet sich: 

lalp = + 4,24°. 

Drehung in Athylalkohol: 
0,2609 g Substanz wurden in 99,5°/oigem Athylalkohol 
zu 6.6447 g Gesamtgewicht gelést; die Losung drehte bei einem 
spezifischen Gewicht von 0,815 im 1 dem-Rohr + 0,12 °. 
Daraus ergibt sich: 
[alp = + 3,75°. 


Inaktive Pyrrolidoncarbonsiure. 


Wird die Glutaminsiiure auf 180—200° und auch bis 
220° erhitzt, so erhilt man zur Hauptsache inaktive Pyrro- 
lidonearbonsiiure. Die Umwandlung geht in diesem Falle be- 
reits in einer !/2 Stunde vor sich. Das stark braungefiirbte 
Produkt wird durch Umkrystallisieren aus Alkohol oder aus 
Wasser unter Anwendung von viel Tierkohle gereinigt. Die 
Pyrrolidonearbonsiiure scheidet sich in prismatischen, — tafel- 
artigen, oft sehr derben Krystallen ab. Aus den Mutterlaugen 
kann man entweder durch Einengen oder bei der alkoholischen 
Losung auch durch Versetzen mit etwas Ather fast immer 
Produkte isolieren, die auch einige Grade nach links drehen. 
Von unseren zahlreichen Versuchen moge hier ein Beispiel 
angefiihrt sein: 

30 g Glutaminsiiure werden 1!/2 Stunden auf 180—200° 
erhitzt. Die dicke, sirupése, dunkelgefiirbte Masse krystalli- 
sierte nach Erkalten nach einigem Stehen vollig. Man list 
aus 70 eem heifen Wassers unter Anwendung von Tierkohle 
um. Eine Probe der Losung ergab eine spezifische Drehung 
von [a|/p = —1,1°. (Eine 12,0°/oige wasserige LOsung drehte 
im 1 dem-Rohr — 0,14°.) Die zunichst ausgeschiedene Krystall- 
masse betrug, getrocknet, fast 16g; das Produkt war vollig 
inaktiv und zeigte den richtigen Schmelzpunkt 181—182°. Das 
Filtrat der 16 g wies eine spezifische Drehung [a]p = — 2,39° auf; 

0,4640 g Substanz, 6,2890 g Losung, d= 1,02, a = —0,18° 
im 1 dem-Rohr. 

Aus dem Filtrat schieden sich beim Einengen 3,1 g weiber 
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Krystalle ab. Sie waren fast inaktiv (Drehung in 4,4°/oiger 
Losung im 1 dem-Rohr 0,01—0,02° nach links). 

Das Filtrat der 3,1 g wies noch eine spezifische Drehung 
von = —3,7° auf (0.4320 g Substanz, 46840 g Loésung 
drehten im !/2 dem-Rohr = —0,17°). 

Die Ausbeute an umkrystallisierter Substanz betrug im 
vorerwahnten Falle etwas tiber 70°/o der Theorie. Eine recht 
gute Ausbeute an inaktiver Pyrrolidoncarbonsiure erzielte man, 
wenn man unter Riihren die Glutaminséiure ca. 10 Minuten 
lang auf 170—180° erhitzt und dann die Temperatur 10 Mi- 
nuten noch bis 220° steigert. Wenn man nur auf 180—190° 
erhitzt, so sind zur Erzielung reichlicher Mengen inaktiver Pyrro- 
lidoncarbonséure mehrere Stunden erforderlich. 

Schlieflich wollen wir noch durch ein Beispiel, bei dem 
die Drehung successiv verfolgt wurde, ein Bild iiber den Ver- 
lauf der Bildung der verschiedenen Formen der Pyrrolidon- 
carbonsiure aus Glutaminséure geben: 

10 g Glutaminsiiure wurden 25 Minuten auf 160—165° 
erhitzt. Die Temperatur wurde immer mittels eines in die 
Substanz eintauchenden Normalthermometers gemessen. Eine 
herausgenommene Probe ergab fiir [a]p = —9,6°. Es wurde 
dann !/2 Stunde auf 170—175° erhitzt, wonach noch reich- 
liche Linksdrehung beobachtet wurde. Auch nach erneutem 
'/y stiindigem Erhitzen auf 180—183° war noch Linksdrehung 
vorhanden. Nach weiterem !/2 stiindigem Erwirmen auf 186—195° 
erhielten wir inaktive Substanz. Eine Anderung der Drehung 
wurde dann auch beim Erhitzen auf 210° und schlieBlich auf 
230—240° nicht mehr beobachtet. 

Wir versuchten auch, die Darstellung der Pyrrolidon- 
carbonsiéure durch Erhitzen in einer L6sung vorzunehmen, um 
Zersetzung moglichst zu vermeiden. Wir benutzten zu diesem 
Zwecke Glycerin und ferner Chinolin. Die Glutaminsiiure wurde 
in letzterem suspendiert und dann kurze Zeit auf ca. 200—210° 
erhitzt. Es resultierte inaktive Pyrrolidoncarbonsiure, die sich 
aus der stark gefarbten Fliissigkeit auf Zusatz von etwas 
Alkohol und Ather krystallinisch abschied. Jedoch wird bei 
diesem Verfahren keine bessere Ausbeute erlangt, als bei zweck- 
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mifigem Erhitzen der Substanz fiir sich, wie oben ange- 
geben wurde. 

Es sei bemerkt, dafi die Glutaminséiure resp. auch die 
Pyrrolidoncarbonséure beim Erhitzen mit Chinolin eine dunkel- 
violette Lésung gibt. 

In manchen Fiillen beobachteten wir die Bildung einer 
nach rechts drehenden Substanz. Sie trat meist nur in kleinen 
Mengen auf. Trotz aller Bemiihungen ist es uns nicht gegliickt. 
die Bedingungen ausfindig zu machen, unter denen sie regel- 
miibig entsteht. Ebensowenig vermochten wir die Ausbeute 
an ihr zu steigern. Bei einem derartigen Versuche wurde die 
Glutaminsiure 4 Stunden auf 160—170° erhitzt. Das zunichst 
beim Umkrystallisieren aus Methylalkohol in geringer Menge 
abgeschiedene Produkt zeigte eine Drehung von |a]p — -++ 4,24°. 
(0,3541 g Substanz, in Wasser zu 7,5733 g Gesamtgewicht ge- 
lst, drehten im !/2 dem-Rohr + 0,10°. Eine Stickstoffbestim- 
mung nach Kjeldahl ergab: 

0,2510 g Substanz brauchten 19,35 ccm 2/10-H,SQ,. 
Berechnet fiir C,H,0,N: Gefunden : 
N = 10,85 %o. 10,80 °/o. 

Das Produkt schmolz bei 180—182°. Es war leicht 
loslich in heibem Alkohol und in Methylalkohol. 

Wie schon erwiihnt, hatten wir bei unserer ersten Unter- 
suchung tiber Pyrrolidoncarbonsiure diese rechtsdrehende Sub- 
stanz in Hinden. 


Aufspaltung der Pyrrolidoncarbonsdaure zu 
Glutaminsaure. 


A. Versuch mit linksdrehender Pyrrolidoncarbonsiure. 


Die zu diesem Versuche benutzte Pyrrolidoncarbonsaure 
war eine aus Alkohol umkrystallisierte Substanz, die eine spezi- 
fische Drehung von — 9,38° in wasseriger LOsung zeigte. 

0,4252 g Substanz wurden mit 5fachnormaler Salzsiure 
zu 7,6424 g¢ Gesmtgewicht gelést. Die LOsung drehte im 1 dm- 
Rohr +- 0,05°. Wir belieBen nun das Rohr im Brutschrank. 
Nach 1/2 Stunde war noch keine Anderung zu konstatieren: 
nach 4 Stunden drehte die Lésung bereits + 0,20°, nach 
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612 St. + 0,24°, nach 22 St. + 0,60°, nach 2412 St. + 0,689, 
nach 69 St. -++ 1,26°, nach 721/4 St. ++ 1,30°, nach 93 St. + 1,43°. 
Nach 6—7 Tagen nahm die erreichte Drehung von +- 1,61° 
nicht mehr zu. 

Durch Einengen der Losung konnte daraus reines Glutamin- 
siurechlorhydrat isoliert werden. 

Der angegebene Drehungswert a = ++ 1,61° ergibt auf 
Glutaminséiure umgerechnet [a]p = ++ 23,3°. Demnach wiren 
also der benutzten linksdrehenden Pyrrolidoncarbonséure — 
unter Zugrundelegung des von uns gefundenen Wertes von 
[alp = + 28,88° fiir reine rechtsdrehende Glutaminsiéure in 
dfachnormaler Salzsiiure — noch rund 19°/o inaktive Pyrro- 
lidoncarbonsiure beigemischt gewesen. Es berechnet sich daraus 
fiir die linksdrehende Pyrrolidoncarbonsiure ein spezifischer 
Drehungswert von etwas iiber — 11° — ein Drehungsvermogen, 
das den fiir unsere oben erwihnten Praparate angegebenen 
Werten [a|p = — 11,27° und [alp = — 11,6° entspricht. 

Bestimmung der spezifischen Drehung von reiner, aus 
Wasser umkrystallisierter rechtsdrehender Glutaminséure in 
Sfachnormaler Salzsiure. 

0,4370 g Substanz wurden mit 5fachnormaler Salzséure 
zu 8,8408 g Gesamtgewicht gelést; die Lésung drehte bei einem 
spezifischen Gewicht von 1,093 im 1 dm-Rohr = -+ 1,56°; 
daraus ergibt sich: |a|p = + 28,88°. 

B. Versuch mit inaktiver Pyrrolidoncarbonsdure. 

Die verwendete Substanz war reine, aus Wasser umkry- 
stallisierte, inaktive Pyrrolidoncarbonsaure. 

0,4230 g Substanz wurden in 5fachnormaler Salzsiiure 
zu 8,4464 g Gesamtgewicht gelést. Die L6sung war und blieb 
auch nach 8tigigem Stehen bei 37° inaktiv. Das hierbei ent- 
standene inaktive Glutaminsaurechlorhydrat schmolz gegen 200°. 


Trennung von Pyrrolidoncarbonsiure und Glutaminsdure mittels 
der Carbaminoséurereaktion. ') 


1 g Pyrrolidoncarbonsdéure und 1 g Glutaminsdure wurden 
in 100 ccm Wasser geldst. In die Lésung wurde, nachdem 





1) Vgl. hierzu die Arbeiten Siegfrieds und seiner Schiiler, |. c. 
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mit 100 ccm kalt gesattigter Barythydratlosung versetzt worden 
war, unter bestindiger Eiskiihlung Kohlensiure eingeleitet. Es 
wurden wieder 50 ccm einer gekiihlten BarythydratlOsung zu- 
gefiigt, dann wurde Kohlensiure eingeleitet. Nun versetzten 
wir mit ca. 5 g pulverisierten Barythydrates und leiteten er- 
neut Kohlenséure ein. SchlieBlich wurde nach Zusatz einiger 
Gramm Barythydrat geschiittelt und dann schnell abgesaugt. 

Das Filtrat wurde erneut den nimlichen Operationen unter- 
worfen. Die dann wieder vom Niederschlag abgesaugte Losung 
unterzogen wir, um die Glutaminsiure vollstaéndig abzuscheiden, 
nochmals dergleichen Behandlung. Der Niederschlag wurde 
schlieflich mit etwas Barythydratl6sung gewaschen. (Filtrat A.) 


Verarbeitung der Niederschlage auf Glutaminsdure. 

Die Niederschliige wurden vereinigt und in ca. 11/2 | 
Wasser aufgenommen. Es wurde nun vorsichtig mit verdiinnter 
Schwefelsiiure unter Erwarmen auf dem Wasserbade neutrali- 
siert. Das Filtrat schied beim Einengen Glutaminsdure ab. Die : 
Ausbeute betrug fast 1 g. Die Substanz wurde auch noch als 
Chlorhydrat identifiziert. 


Verarbeitung des Filtrates (A) auf Pyrrolidon- 
carbonsaure. 


Das verdiinnte Filtrat wurde mit verdiinnter Schwefel- 
siiure neutralisiert. Durch Eindampfen der Losung auf dem 
Wasserbade erhielten wir die angewandte Pyrrolidoncarbon- 
siiure zurtick. Aus Methylalkohol umkrystallisiert, zeigte das 
Priiparat den richtigen Schmelzpunkt gegen 182°; es besaf auch 
den charakteristischen Geschmack der Pyrrolidoncarbonsaure. 


Salze der Glutaminsaure und der Pyrrolidoncarbonsaure. 
Glutaminsaures Silber.?) 
Zweibasisches Silbersalz, C,H,O,NAg,. 
Dieses Salz erhielten wir aus dem Baryumsalz der 
Glutaminséiure mittels Silbernitrates. 


') A. Menozzi und Appiani erhielten ein einbasisches glutamin- 
saures Silbersalz aus Glutaminsaure und Silbercarbonat, ein zweibasisches 
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® g glutaminsaures Baryumsalz, in ca. 100 ccm Wasser 
gelést, wurden mit der berechneten Menge 10 °/oiger Silber- 
nitratldsung versetzt. Das ausgefallene Produkt wurde bis auf 
einen geringen Anteil in etwa 200 cem heifem Wasser gelist 
und, da beim Erkalten keine Abscheidung eintrat, in der Wiirme 
mit Methylalkohol bis zur Triibung versetzt. Nach Erkalten 


wurde vom ausgefallenen weifen Silbersalz abgesaugt. 
0.1962 g Substanz, im Vakuumexsikkator tiber konzentrierter Schwefel- 
siiure bis zur Konstanz getrocknet, lieferten 0,1170 g Ag. 


Berechnet fiir C,H,O,NAg, : Gefunden: 
Ag = 59,83 °/o. 59,63 °/o. 


Glutaminsiiure und Silbercarbonat. 


Uber das aus Glutaminsiiure durch Einwirkung von Silber- 
carbonat erhiiltliche einbasische Silbersalz berichteten bereits 
Menozzi und Appiani.!) Wir konnten aus der sehr ver- 
diinnten wiisserigen, mit Silbercarbonat versetzten Glutamin- 
siureldsung das Silbersalz auf Zusatz von etwa dem gleichen 
Volumen absoluten Alkohols in schénem, weifem Zustande ab- 
scheiden. Das Salz ist in Wasser schwer loslich; aus heifiem 
Wasser scheidet es sich beim Erkalten amorph ab. Nach 
mehrtiigigem Belassen am Licht fiarbt es sich schwach briunlich. 


Pyrrolidoncarbonsaures Silber C,H,O,NAg. 

3 g Pyrrolidoncarbonsiure, in ca. 100 ccm Wasser gelost, 
werden mit der berechneten Menge Ag,CO, (= !/2 Mol.) in der 
Hitze versetzt. Es fand Kohlenséureentwicklung und zuniichst 
Lésung statt. Beim Erkalten schied die filtrierte LOsung schwach 
graugefiirbte, tafel- bezw. prismenartige Krystalle ab. Sie 
wurden abgesaugt und im Vakuumexsikkator tiber konzentrierter 
Schwefelséure getrocknet. Ausbeute ca. 1,4 g. Die Mutterlauge 
ergab nach mehrtiigigem Stehen noch eine weitere Menge weifen 
krystallisierten Silbersalzes. 





Salz aus dem Ammonsalz mittels Silbernitrates (Gazzetta chimica italiana, 
Bd. XXIV (I), S. 370 (1894), vgl. l. c.). — J. Habermann beschrieb eben- 
falls ein zweibasisches Silbersalz, «Zur Kenntnis der Glutaminsidure>, 
Liebigs Annalen, Bd. CLXXIX, S. 248 (1875). 

') F. Anderlini, <Sull’acido piroglutammico», Gazzetta chimica 
italiana, Bd. XIX, S. 99—102 (1889). 
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Das pyrrolidoncarbonsaure Silber ist schwer ldslich in 
Wasser. 

0.3240 g Substanz, im Vakuumexsikkator tiber konzentrierter Schwefel- 
siiure zur Konstanz getrocknet, ergaben 0.1480 g Ag. 
Berechnet fiir C,H,O,NAg: Gefunden: 

Ag = 45,76 %. 45,68 jo. 

Wird (inaktive) Pyrrolidoncarbonsiéurelésung mit Silber- 
nitrat versetzt, so gibt diese LOsung im Gegensatz zur Glutamin- 
siure mit einigen Tropfen Ammoniak keine Fillung. Wird die 
Glutaminséiure der gleichen Behandlung unterworfen, so erhiilt 
man eine wolkige, weibliche, sich bald briéunlich fiirbende, auf 
Zusatz von etwas mehr Ammoniak sich wieder losende Fallung. 
Sie geht bereits bei Gegenwart einiger Tropfen einer Lésung 
von Pyrrolidoncarbonsiure und Silbernitrat in Loésung. 


Pyrrolidonearbonsaures Kupfer. 


Kupferoxydsalz der inaktiven Pyrrolidoncarbon- 
siiure: Die wisserige LOsung wurde mit iiberschtissigem, ge- 
fiilltem Kupferoxyd gekocht. Das blau gefarbte Filtrat wurde 
auf dem Wasserbade eingeengt, wobei sich ein blaugriines 
Kupfersalz abschied. Es wurde abgesaugt. Es hinterblieb ein 
schones, hellblau gefirbtes Salz. Das getrocknete, wasserfreie 
Salz ist griinlich gefirbt. Bei ca. 170° wird das Salz bereits 
miffarben, jedoch ohne merkliche Zersetzung zu erleiden. 

0.1813 ¢ Substanz, bei ca. 160° getrocknet, gaben 0,0446 g CuO. 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu: Gefunden : 
Cu = 19,90%. 19,66 jo. 

Das frisch dargestellte, ungetrocknete Salz lést sich un- 
schwer in heifem Wasser. Die verdiinnte, wiisserige Lisung ist 
hell blaugriinlich gefirbt. Auf Zusatz von viel Alkohol oder 
von Alkohol und Ather fallt daraus das Kupfersalz als volumi- 
noser, heliblauer Niederschlag aus. 

Kupferoxydsalz der linksdrehenden Pyrrolidon- 
varbonsiure: Es wurde in tiblicher Weise dargestellt. Aus 
der wiisserigen Loésung fallt es auf Zusatz von Alkohol und 
Ather als flockiger, hellblauer Niederschlag. Das beim Ein- 
dampfen abgeschiedene, getrocknete Salz ist griin gefirbt. 
Das Salz ist bereits in kaltem Wasser leicht ldslich. 
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Pyrrolidoncarbonsaures Blei. 


Die wasserige LOsung von inaktiver Pyrrolidoncarbonsiure 
wurde mit Bleicarbonat gesittigt. Die Lésung gibt auf Zusatz 
von Alkohol eine weibe, sich bald zusammenballende Fiillung, 
die leicht in Wasser loslich ist. 

Das Bleisalz der linksdrehenden Pyrrolidoncarbonsiiure 
zeigt dasselbe Verhalten. 


Glutaminsaures Zink. 


Glutaminsdure, in heifem Wasser geldst, wurde portions- 
weise mit Zinkcarbonat versetzt. Es trat zuniichst reichliche 
CO,-Entwicklung und Losung ein. 

Nachdem die fiir 1 Molekiil berechnete Menge Zinkcar- 
bonat zugesetzt war, fand plétzlich krystallinische Abscheidung 
statt. Eine Probe ergab dann bei weiterem Zusatz von ZnCO, 
keine Einwirkung mehr. Von den ausgeschiedenen Krystallen 
wurde noch heif abgesaugt. Eine Zinkbestimmung gab auf 
folgende Zusammensetzung: (C,H,O,N),Zn. ZnO, stimmende 


Werte. 
0,4442 g Substanz ergaben 0,1656 g ZnO. 


3erechnet fiir (C;H,O,N),Zn - ZnO: Gefunden: 
Zn = 29,77 °/o. 29,92 °/o. 


Carbaithoxylglutaminsdaure. 


Zu einer Losung von 20 g Glutaminséure in 136 ccm 
(= 1 Mol.) Normalnatronlauge werden, waihrend man andauernd 
mit Eis kiihlt, innerhalb einer halben Stunde in kleinen Por- 
tionen unter Schiitteln 19,7 g Chlorkohlenséureathyl (= 1!/3 Mol.) 
gefiigt. Es resultiert schlieBlich eine etwas 6ligmilchige Fliissig- 
keit. Sie wird portionsweise wiihrend 45 Minuten mit einer 
fiir das Chlor berechneten Menge Sodaliésung, 9,7 g in 50 g 
Wasser geldst, ebenfalls unter Kiihlung und Schiitteln versetzt. 
Die nur noch wenig Olige, triibe Fliissigkeit wird dann mit einem 
geringen Uberschu8 von 5fachnormaler Salzsiiure angesiuert. 
Die dann nach Filtration durch ein Faltenfilter gekliirte Losung 
wird unter stark vermindertem Druck bei etwa 50° zur Trockene 
verdampft. Der weife Riickstand wird wiederholt, in allem 
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mit etwa 200 ccm Essigester, ausgekocht, und die Losung mit 
gegliihtem Natriumsulfat getrocknet. 

Nach Verdampfen der Fliissigkeit hinterbleibt in reich- 
licher Menge ein farbloses Ol. Beim Belassen im Vakuum- 
exsikkator iiber konzentrierter Schwefelsiure nimmt es bald 
einen ziemlich festen Habitus an. Das Produkt ist in Wasser 
unschwer ldslich. Zur Untersuchung auf charakteristische De- 
rivate fiihrten wir diese Substanz direkt in einige Salze tiber 
und zwar einerseits ins Kupfersalz, anderseits mittels Baryum- 
carbonat in das Baryumsalz und schlieflich in das Silbersalz. 


Carbaéthoxylglutaminsaures Kupferoxydsalz: 
COO 
| 
C,H, -0-CO-NH- CH 


| 
CH, Cu. 


/ 


| / 
a / 
COO’ 

Die wiisserige Lisung des oben erwiihnten Oles wurde 
mit iiberschiissigem, gefilltem Kupferoxyd gekocht. Das ziem- 
lich intensiv blau gefiirbte Filtrat schied beim Einengen auf 
dem Wasserbade ein amorphes, griin gefiarbtes Kupfersalz in 
bliattchenformigem Zustande ab. 

0.1870 g Substanz, bei 120° getrocknet, gaben 0,0533 g CuO. 
Berechnet fiir C,H,,O,NCu: Gefunden: 
Cu = 22,67. 22,77 °/o. 

Das Kupfersalz lost sich in Wasser nur sehr schwer; in 
Alkohol und Ather ist es unléslich. Auch im Gemisch mit 
pyrrolidoncarbonsaurem Kupfer ist es in Wasser nur schwer 


ldslich. 
Carbathoxylglutaminsaures Baryumsalz. 


Die wiisserige L6sung der oben erwahnten Carbiathoxyl- 
glutaminsiiure wurde mit Baryumcarbonat im Uberschuf auf 
dem Wasserbad erhitzt. Das Filtrat wurde noch in der Hitze 
mit etwas Alkohol bis zur eben beginnenden, Oligen Fallung 
versetzt. Beim Belassen im Eisschrank schied sich weifes, 
festes Baryumsalz ab. Bei ca, 120° getrocknet, lieferte das 
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Produkt auf C,H,,O,NbBa und 1 Molekiil Krystallwasser stim- 


mende Zahlen. 
0,3950 g Substanz, bei 120—130° getrocknet, gaben beim Abrauchen mit 
Schwefelséiure 0,2456 g BaSQ,. 
Berechnet fiir C,H,,O,NBa + H,O: Gefunden : 
Ba = 36,89%». 36,60°/o. 
Das carbiithoxylglutaminsaure Baryumsalz ist unschwer 


ldslich in Wasser. 
Carbithoxylglutaminsaures Silbersalz. 


Die wiisserige LOsung des Baryumsalzes wurde mit einer 
10°/oigen Silbernitratlosung in der Hitze versetzt. Die filtrierte 
Lésung schied beim Erkalten ein voluminéses, weifes, in Wasser 
schwer losliches Silbersalz ab. 

J, 0.2424 g Substanz, im Vakuumexsikkator tiber konzentrierter Schwefel- 
siure getrocknet, gaben 0,1207 g Ag. 
II. 0.5373 g Substanz lieferten O,1671 >» » 


Berechnet fir C,H,,0O,NAg, : Gefunden: 
Ag = 49,88°/o. 1. 49,79 %o. I. 49,57 %o. 
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«Das Werkchen ist eine sehr fleifige Sammlung der neueren For- 
schungen auf dem Gebiete der Fettchemie, insoweit sie physiologisch 
bedeutsam sind, im Zusammenhang mit den in Betracht kommenden 
allgemeinen Erfahrungen der organischen und physikalischen Chemie. Die 
Anzahl der die wissenschaftlichen Arbeiten veréffentlichenden Zeitungen 
und Zeitschriften ist zu einer erstaunlichen Héhe angewachsen und macht 
es dem Einzelnen schon schwer, selbst auf kleinerem Gebiete, alle Ab- 
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von Mihe und Zeitaufwand es kostet, bei diesen Mengen von Publikationen 
eine so vielfach zerstreute einschlagige Literatur zu bearbeiten, wird 
dieser gewissenhaften Zusammenfassung Dank wissen.» 
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